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RIASSUNTO 
 
Mycobacterium avium paratuberculosis (Map) è l'agente eziologico che causa una enterite granulomatosa 
progressiva cronica conosciuta come paratubercolosi o malattia di Johne, la quale colpisce principalmente i 
ruminanti domestici e selvatici.  
La paratubercolosi è una patologia diffusa in tutto il mondo che provoca notevoli danni economici negli 
allevamenti di bovine da latte. 
Le principali vie di trasmissione sono quella orale, attraverso il colostro ed il latte dei ruminanti infetti ed 
attraverso pascoli e acqua potabile contaminati con le feci di animali infetti ed intrauterina attraverso la placenta. 
I segni clinici più comuni di paratubercolosi nel bovino sono la diarrea e la perdita di peso.  
Inoltre alcuni studi hanno evidenziato la presenza di Map nei prodotti lattiero-caseari. 
Map è stato proposto come un fattore di rischio, in individui geneticamente predisposti, per lo sviluppo del 
morbo di Crohn , del diabete mellito di tipo 1, della sarcoidosi, della sclerosi multipla e della tiroidite di 
Hashimoto. . 
Lo scopo di questo studio era quello di esaminare la prevalenza di Map in tre allevamenti bovini in provincia di 
La Spezia tramite il test ELISA e  l’esame colturale e la PCR sul latte individuale e di massa. 
Nessun animale è  risultato sierologicamente positivo; Map non è stato rilevato tramite  l’esame colturale nei 
campioni di latte individuale e di massa e tramite la PCR condotta sul DNA estratto da latte. 
I dati ottenuti con questo studio hanno dimostrato l’assenza di Map nei tre allevamenti di bovine da latte  in 
provincia di La Spezia . 
 
Parole chiave: Paratubercolosi, Map, bovine da latte, ELISA, PCR . 
 
 
 
ABSTRACT 
Mycobacterium avium paratuberculosis (Map) is the etiologic agent which causes a chronic progressive 
granulomatous enteritis known as paratuberculosis or Johne’s disease, which primarily affects wild and domestic 
ruminants. 
The main routes of transmission are oral, through the colostrum and milk of infected ruminants and through 
pasture and drinking water contaminated with feces of infected animals, and intrauterine through placenta. 
The most common clinical signs of paratuberculosis in cattle are diarrhea and weight loss. 
Paratuberculosis is a worldwide disease which causes considerable economic losses in herds of dairy cattle. 
Moreover some studies have highlighted the presence of Map in dairy products. 
Map has been proposed as a risk factor in genetically susceptible individuals for the development of Crohn 
disease, type-1 diabetes, sarcoidosis, multiple sclerosis and Hashimoto’s thyroiditis. 
The aim of this study was to examinate the prevalence of Map in three bovine herds in La Spezia district with 
ELISA test, bacteriological analysis and PCR from individual and bulk tank milk. 
No animal was positive to ELISA survey; Map was not detected by culture in individual milk and in bulk tank 
milk samples and by PCR on the Map-DNA extracted from milk samples.  
Data obtained from this study have revealed the abscence of  Map in the three bovine herds in La Spezia district. 
 
Keywords: Paratuberculosis, Map, dairy cows, ELISA, PCR . 
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1- INTRODUZIONE 
 
“ La Paratubercolosi è una delle malattie infettive dei bovini che, dalla fine dell’Ottocento alla prima metà del 
Novecento, è stata oggetto di studio da parte di ricercatori che hanno fatto la storia della Veterinaria mondiale; 
poi per lunghi decenni ha avuto un periodo di eclissi, superata per importanza “attribuita” ad alcune zoonosi, 
quali Tubercolosi e Brucellosi, a malattie epidemiche, quali Afta epizootica e IBR ed endemiche come la BVD. 
A partire dall’ultimo decennio del secolo scorso, nei paesi a zootecnia avanzata, questa malattia è stata 
riconsiderata: le zoonosi tanto combattute erano state debellate, alle malattie epidemiche ed endemiche erano 
applicate adeguate strategie di controllo; i danni economici attribuiti alla malattia non erano, come anche oggi, 
più compatibili con la gestione economica delle aziende; la condizione di infezione degli allevamenti di bovine 
da latte stava diventando un problema per la globalizzazione dei mercati degli animali da vita, del materiale 
genetico e dei prodotti lattierocaseari; infine, ma non ultimo, il sospetto che l’agente causale della 
paratubercolosi avesse un ruolo nell’ insorgenza della malattia di Crohn nell’uomo” (Pozzato et al., 2012). 
 
 
La Paratubercolosi nota anche come “Malattia di Johne ”o “Enterite Paratubercolare” è una  malattia infettiva 
causata da Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis che provoca una enterite cronica, contagiosa e 
fatale capace di infettare una vasta gamma di ruminanti domestici e selvatici (bovini, capre, pecore, cammelli, 
lama, giraffe, bisonti, bufali, cervi, gnu, antilopi), occasionalmente i carnivori che li predano (Whittington et al., 
2011) ed anche una varietà di specie non ruminanti tra cui conigli, volpi, uccelli, cavalli, asini, cani, gatti, maiali 
(Beard et al. 2001; Glanemann et al., 2008; Stief et al., 2012); al contrario cavie, ratti e topi si mostrano 
resistenti all’infezione (Patel et al., 2011). 
L'infezione si diffonde facilmente tra le specie recettive rendendo la malattia difficile da controllare e causando 
enormi perdite economiche (Salem et al., 2013). 
Nell’allevamento di bovini da latte le perdite economiche sono legate non solo ai test diagnostici e ai trattamenti, 
ma anche al calo della produzione lattea, alla precoce età di riforma, alla diminuzione del peso allo svezzamento, 
all’aumento dei costi di gestione ed al ridotto incremento ponderale (McKenna et al., 2006; Lombard, 2011; 
Over et al., 2011). 
Le perdite in termini di produttività e di profitto sono difficili da quantificare, il che rende probabile che 
l'impatto della malattia sia sottovalutato in tutto il mondo (Johnson et al., 1999). 
 
 
 
1.1 STORIA 
 
Nel 1826 fu segnalata nel bovino una malattia cronica intestinale debilitante che non aveva né le caratteristiche 
né l’eziologia di alcun’altra malattia conosciuta in quel momento; solamente nel 1895 venne riconosciuta come 
malattia infettiva con un’unica eziologia. 
Nel 1895, il dottor H.A. Johne e il dottor L. Frothingham del Dipartimento di Patologia Veterinaria di Dresda, in 
Germania,  esaminando gli intestini di una vacca affetta da ipogalassia, diarrea, perdita di peso e negativa al test 
della tubercolina notarono un aumento di volume dei linfonodi meseraici ed all’esame istologico la massa 
intestinale risultava pesantemente infiltrata da leucociti, cellule epitelioidi e cellule giganti; inoltre, utilizzando 
un colorante specifico, furono evidenziati abbondanti batteri alcol-acido resistenti e, sebbene gli organismi 
sembrassero quelli responsabili della tubercolosi, questi, dopo essere stati iniettati in porcellini d’India, non 
provocarono la malattia. Johne e Frothingham conclusero che la malattia osservata era stata causata da 
Mycobacterium avium, batterio che provoca la tubercolosi negli uccelli, e data la somiglianza da un punto di 
vista anatomopatologico con la tubercolosi intestinale (normalmente causata dal batterio che provoca la 
tubercolosi nelle vacche, Mycobacterium bovis), proposero per la malattia il nome di Enterite Pseudotubercolare. 
 
Intorno al 1910 in Danimarca, il dottor O. Bang scoprì che gli animali affetti da questa patologia rispondevano 
debolmente o non rispondevano affatto ad iniezioni sottocutanee di antigeni preparati da M. bovis, mentre 
rispondevano bene ad antigeni preparati da M. avium. 
 
Nel 1911, durante le prove di coltura del batterio che causa la paratubercolosi il britannico F.W. Twort ne isolò 
l’agente eziologico, cioè un batterio alcol-acido resistente che denominò Mycobacterium enteriditis chronicae 
pseudotuberculosae bovis Johne.  
 
Nel 1923, fu pubblicata la prima edizione del Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology dove l’agente 
causale della paratubercolosi fu denominato ufficialmente Mycobacterium paratuberculosis. 
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Negli anni Venti e Trenta la paratubercolosi fu riscontrata in animali nel continente Africano, Asiatico e  in Sud 
America; in questo ventennio si divenne consapevoli che la paratubercolosi costituiva una minaccia per  
l’allevamento dei bovini e che si doveva prestare attenzione alla sua diffusione. 
 
I veterinari italiani negli anni del dopoguerra (II guerra mondiale, 1940-1945) si impegnarono nella ricostruzione 
del patrimonio zootecnico ed in particolar modo di quello bovino; i buiatri in quegli anni incominciarono ad 
impegnarsi per affrontare il grave problema della tubercolosi bovina, nel cui contesto rientrava, seppure molto 
sommariamente, l’enterite paratubercolare.  
All’inizio della seconda metà del Novecento, si riteneva che all’origine della paratubercolosi vi potessero essere 
anche carenze alimentari di vario tipo; successivamente si arrivò ad individuare un rapporto tra il calo della 
concentrazione ematica di selenio e la paratubercolosi; infatti una sua integrazione comportava un netto 
miglioramento della malattia enterica ed una prevenzione clinica dell’infezione paratubercolare (Silvestri, 2003; 
Dotta et al., 1982). 
 
Recentemente si è compreso che la paratubercolosi rappresenta in Italia e in Europa un grave problema di 
patologia infettiva bovina e si riconosce che “ i troppo facili flussi commerciali di bestiame vivo dai paesi della 
Comunità Europea hanno consentito nel territorio nazionale l’insorgere di focolai morbosi dai quali la malattia si 
irradia attraverso le mal controllate vie di commercio interno di animali da riproduzione” (Silvestri, 2003). La 
paratubercolosi, dunque, si diffonde in una mandria indenne tramite l’acquisto di un soggetto infetto allo stadio 
preclinico (Benedictus et al., 1985). 
 
Gli innovativi test diagnostici immunologici, introdotti negli anni Sessanta, come la migrazione leucocitaria e i 
test di fluorescenza anticorpale permisero di effettuare importanti osservazioni epidemiologiche: animali 
clinicamente sani, ma infetti (portatori), espellevano attivamente nelle feci M. paratuberculosis il quale poteva 
essere trovato anche nel seme di tori infetti e nell’utero di vacche infette indicando la possibilità di infezione dei 
feti intra o transuterina. 
 
Nel 1989 si scoprì nel DNA cromosomico di M. paratubercolusis la sequenza nucleotidica di inserzione 
denominata IS900. Grazie ad essa è stato possibile individuare il DNA di  M. paratuberculosis senza dover 
necessariamente effettuare l'esame colturale, un procedimento che richiede normalmente dalle 12 alle 16 
settimane per poter avere un risultato. 
Oggi, le sequenze genetiche basate su IS900 forniscono nuove informazioni sull’ecologia e sull’epidemiologia di 
questo patogeno intestinale; numerosi sono gli studi nei quali M. paratuberculosis è stato isolato nei tessuti di 
oltre metà dei casi di Morbo di Crohn nell’uomo: questa malattia ha strette similarità cliniche e 
anatomopatologiche  con la paratubercolosi. 
 
Ad oggi, la paratubercolosi è ampiamente diffusa in quasi tutti i continenti: è segnalata in Australia, Canada, 
Argentina, Stati Uniti, Messico, Brasile, Nuova Zelanda, Danimarca, Belgio, Norvegia, Svizzera, Paesi Bassi, 
Ungheria, Austria, Francia, Spagna, Germania, Inghilterra, Scozia, Irlanda, Italia, Repubblica Ceca, Slovacchia, 
Norvegia, Grecia, Thailandia, India, Giappone, Arabia Saudita, Iran, Egitto, Marocco e Sud Africa; la Svezia ed 
alcuni stati australiani sono le uniche aree indenni (Bauerfeind et al., 1996; Moreira et al., 1999; Pavlik et al., 
1999; Machackova et al., 2004; Djonne et al., 2005; Palmer et al., 2005; Salem et al., 2005; Kopečná et al., 
2006; Carvalho et al., 2009). 
 
La paratubercolosi rientra tra le malattie della lista B dell’OIE, cioè tra le malattie trasmissibili che si 
ripercuotono significativamente sulla salute pubblica e sull’aspetto socio-economico globale per quanto riguarda 
il commercio internazionale di animali e dei prodotti di origine animale (Chiodini et al., 2012). 
 
 
 
1.2 AGENTE EZIOLOGICO 
 
 L’agente eziologico della paratubercolosi è il Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis appartenente  
all'ordine Corynebacteriales, alla famiglia delle Mycobacteriaceae ed al genere Mycobacterium. formato da 
microrganismi allungati, bastoncellari, acido-resistenti, non sporigeni, aerobi,  la cui crescita, generalmente lenta 
(da 2 a 60 giorni su appositi terreni ed a temperatura adeguata), si può presentare talvolta pigmentata dal giallo 
all’arancio, soprattutto dopo esposizione alla luce. 
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Regno Bacteria 
Phylum Actinobacteria 
Classe Actinobacteridae 
Ordine Corynebacteriales 
Famiglia Mycobacteriaceae 
Genere Mycobacterium 
 
Tabella 1. Tassonomia dei micobatteri 
 
I Micobatteri sono stati convenzionalmente classificati in gruppi tassonomici sulla base di caratteri fenotipici 
(patogenicità per esseri umani e animali, velocità di crescita, temperatura di crescita, pigmentazione delle 
colonie) e biochimici (attività metabolica) . 
Nel 1935 vennero scoperti alcuni ceppi che differivano da quelli classici per l’aspetto delle colonie e perché non 
causavano malattia nella cavia, questi ceppi in letteratura sono chiamati con l’acronimo MOTT (Mycobacteria 
Other Than Tuberculosis) cioè “micobatteri non tubercolari” (Zavanella, 2012). 
 
 
 
Mycobatteri Tipici 
M. tuberculosis, 
M. bovis, 
M. africanum, 
M. microti 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Mycobatteri non 
tubercolari 
 
 
Gruppo I: Fotocromogeni 
lenta crescita, 
formazione pigmento giallastro dopo 
esposizione alla luce 
M. asiaticum,  
M. kansasii,  
M. marinum,  
M. ulcerans,  
M. simiae  
Gruppo II: Scotocromogeni 
a lenta crescita, 
formazione pigmento arancione 
sia alla luce che al buio 
M. flavescens,  
M. gordonae,  
M.scrofulaceum,  
M. szulgai,  
M. xenopi  
 
Gruppo III: Non cromogeni 
a lenta crescita, 
non cromogeni, 
colonie lisce, 
isoniazide resistenti 
 
M. avium, 
M. intracellulare, 
M. gastri,  
M. haemophilum, 
M. malmoense, 
M. terrae, 
M. nonchromogenicum, 
M. triviale 
Gruppo IV: A rapida crescita 
 
crescita rapida (< 1 settimana), 
in genere saprofiti ambientali 
 
M. phlei, 
M. chelonae, 
M. fortuitum, 
M. smegmatis, 
M. vaccae 
                                                              
Tabella 2. Classificazione micobatteri (Zavanella, 2012) 
Questi criteri di classificazione dei micobatteri sviluppati da Runyon negli anni Cinquanta (Runyon et al.,1959) 
sono stati confermati dai recenti studi di sequenziamento (Thorel et al., 1990) ed  in molti casi si è assistito alla 
ulteriore suddivisone di alcune specie in due o più entità tassonomiche (Tortoli et al., 2008); attualmente al 
genere Mycobacterium appartengono 129 fra specie e sottospecie. 
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Figura 1. Classificazione micobatteri (Pozzato et al., 2012) 
 
Da un punto di vista clinico risulta utile una classificazione volta a raggruppare specie non facilmente 
differenziabili, nonché simili per il loro ruolo patogeno, in Complessi. 
Le specie Mycobacterium avium e Mycobacterium intracellulare sono strettamente correlate, sebbene la loro 
separazione in specie distinte fu dimostrata da studi di ibridazione più di due decenni fa, appartengono ad un 
grande gruppo di organismi correlati genotipicamente e fenotipicamente chiamato Mycobacterium Avium 
Complesso (MAC) (Hashizume et al., 2012). 
L’immunodiffusione ha poi dimostrato che esistono ampie correlazioni antigeniche con M. lepraemurium, 
l’agente della lebbra del ratto (Zavanella, 2012). 
I micobatteri inclusi nel  MAC sono classificati come bacilli acido resistenti, a crescita lenta, non fotocromogeni; 
sono agenti patogeni, ubiquitari nell’ambiente, in grado di provocare malattie negli animali (Thoen et al.,1989) e 
negli esseri umani (Iseman et al., 1985; Young et al., 1986). 
Lo sviluppo e l'utilizzo di vari test biochimici e molecolari hanno classificato il MAC in ulteriori gruppi; la 
specie avium è stata ulteriormente suddivisa nelle sottospecie: avium, paratuberculosis, silvaticum (Thorel et al., 
1990) e  hominissuis (Mijs et al., 2002). 
 
M. avium subsp. avium (Maa): frequente nell'ambiente. Agente della tubercolosi negli uccelli, ma può essere 
coinvolto nell’infezioni di una grande serie di animali (bovini, ovini, caprini, maiali, gatti, canguri) (Hampson et 
al., 1989; Thorel,1980). Le principali infezioni negli esseri umani sono polmoniti negli adulti, adenopatie 
sottomandibolari nei bambini ed setticemia in pazienti affetti da sindrome da immunodeficienza acquisita 
(Portaels, 1987; Wendt et al., 1980; Wolinsky, 1979) .  
 
M. avium subsp. silvaticum (Mas): non viene isolato nell'ambiente. Patogeno obbligato di animali, provoca 
tubercolosi negli uccelli e una sindrome simil-paratubercolare nei mammiferi (vitelli, capre, cervi) (Legrand et 
al., 2000). 
 
M. avium subsp. paratubercolosis (Map): non è isolabile dall'ambiente. Patogeno obbligato determina 
paratubercolosi nei ruminanti domestici e selvatici; inoltre è implicato nel morbo di Crohn dell’uomo. 
Sulla base delle sequenze d’inserzione IS1311 e IS900, mediante PCR-REA o PCR-DMC, Map può essere 
suddiviso in tre gruppi principali: 
 
− Tipo I (denominato anche S, sheep), isolato per lo più negli ovini e nei caprini è caratterizzato da 
crescita estremamente lenta, alcuni ceppi sono pigmentati; 
− Tipo II (denominato anche C, cattle), di facile isolamento in coltura, con tempi di incubazione variabili 
da 1 a 4 mesi; 
− Tipo III (definito anche come Tipo intermedio), raramente isolato da bovini, ovini e caprini, molto 
vicino sia da un punto di vista genetico sia fenotipico, al tipo I, tanto che da alcuni Autori ne viene 
considerato un sottotipo. 
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Nonostante la frequente promiscuità tra bovini ed ovini, in quest’ultima specie è molto più frequente il riscontro 
di ceppi ovini; questo suggerisce che i ceppi bovini, nonostante la dimostrazione sperimentale della loro 
potenziale patogenicità per gli ovini, tendano a non avere gli ovini come ospiti di mantenimento. Studi 
sperimentali hanno inoltre dimostrato l’assenza di patogenicità dei ceppi ovini per i bovini, mentre per quanto 
riguarda le capre, queste si infettano con entrambi i ceppi, ma quelli bovini sembrano dotati di maggiore 
patogenicità rispetto ai ceppi ovini (Fiasconaro et al., 2012). 
 
M. avium subsp. hominissuis (Mah): è un patogeno ambientale, opportunista, isolato di recente dall’uomo e dal 
suino in tutto il mondo (Mijs et al., 2002) e occasionalmente anche da bovini, cani, uccelli, cervi e cavalli.  
Acque e suolo sono considerati i serbatoi naturali dell'organismo, infatti può sopravvivere in acqua per un 
massimo di 26 mesi; le principali fonti d’infezione sono per l’uomo l'acqua potabile, mentre per i suini l'acqua 
potabile, gli alimenti, il terreno, le acque reflue e gli invertebrati. Mah è considerato il più importante 
micobatterio appartenente al MAC in quanto non solo può provocare infezioni disseminate in pazienti  
immunodeficienti ma occasionalmente nei pazienti immunocompetenti, soprattutto nei bambini, può causare 
polmoniti e linfoadenite cervicale ed infezioni dei tessuti molli. Nel suino Mah provoca lesioni linfonodali 
localizzate  (Rindi et al., 2014) . 
 
 
 
 
Specie Sottospecie Patogenicità Preferenza 
d’ospite 
M. avium subsp. avium TB aviare Uccelli 
subsp. hominissuis Polmonite e infezioni multiple dei 
tessuti molli, linfoadenite cervicale 
Uomo, suino 
subsp. 
paratuberculosis 
Malattia di Johne Ruminanti 
subsp. silvaticum Malattia simil TB Colombo 
M. intracellulare  Polmonite Uomo 
M. colombiense  Infezioni multiple, linfoadenopatia Uomo 
M. chimaera  Polmonite Uomo 
M. marseillense  Polmonite Uomo 
M. timonense  Polmonite Uomo 
M. boucherdurhonense  Polmonite Uomo 
M. vulneris  Linfoadenopatia, ferite Uomo 
M. arosiense  Osteomielite Uomo 
Atri MAC  Polmonite, infezioni multiple Uomo 
 
Tabella 3. Mycobacterium avium complex (Mac) (Rindi et al., 2014) 
 
 
 
 
 
 
1.2.1 MYCOBACTERIUM AVIUM subsp. PARATUBERCULOSIS  
 
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map) è un bacillo aerobio, non sporigeno, immobile, acido 
resistente, con dimensioni di 1,0 - 2,0 µm di lunghezza e di 0,5 µm di larghezza.  
La sua temperatura ottimale per l’accrescimento è di 37°C; esso ha una crescita lenta, la quale richiede 4-16 
settimane per i ceppi bovini, ma può arrivare fino a 8 mesi per i ceppi ovini. Questo batterio non si moltiplica 
nell’ambiente, ma solo nelle specie animali recettive, dove trova un habitat favorevole all’interno dei macrofagi. 
Per la crescita in vitro richiede la presenza di un agente chelante il ferro, la micobactina, che permette 
l’assorbimento da parte della cellula di questo metallo; la dipendenza da micobactina è una caratteristica comune 
a quasi tutti i ceppi Map conosciuti, ma può essere espressa da altri ceppi appartenenti a M. avium complex, 
come M. avium subsp. silvaticum ed alcuni ceppi di M. avium subsp. avium (Thorel, 1991). 
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Le colonie sono lisce o ruvide, anche se la morfologia può cambiare dopo il primo isolamento da materiale 
patologico attraverso subculture successive. 
La struttura della parete cellulare è complessa ed è formata da quattro strati: lo strato più interno è composto da  
peptidoglicano (formato da N-acetilglucosammina, acido N-acetilmuramico) e da un piccolo gruppo di 
aminoacidi assemblati insieme in modo da formare il glican-tetrapeptide che di fatto è lo scheletro del batterio 
poiché conferisce forma e rigidezza. 
Di seguito vi è uno strato costituito da polimeri di arabinosio e galattosio che mette in contatto il peptidoglicano 
con lo strato seguente in cui si trovano  esteri di acidi micolici. 
Lo strato più superficiale è composto da glicolipidi e lipopolisaccaridi (lipoarabinomanano, LAM). 
Il LAM gioca un ruolo importante nella patogenesi della paratubercolosi: può avere importanti conseguenze per 
lo sviluppo di reazioni di ipersensibilità e la formazione di lesioni granulomatose (Multharia et al., 1997). Il 
LAM degli isolati bovini differisce immunogeneticamente da quello degli isolati ovini ed essendo inoltre 
fortemente immunogeno viene impiegato per lo sviluppo di saggi immuno-enzimatici (ELISA) specie specifici 
(Lillini, 2004). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
         Schema n.2 Struttura parete cellulare micobatteri 
 
Figura 2. Struttura della parete cellulare micobatterica 
  
I quattro strati della parete cellulare, soprattutto quello formato da acidi micolici, conferiscono a Map alcool-
acido resistenza, che costituisce la base per il riconoscimento dei micobatteri secondo la colorazione di Ziehl-
Neelsen, idrofobicità, resistenza all'essiccamento ed agli acidi ed ai disinfettanti; Map è tuttavia sensibile a 
composti fenolici e cresolici, in particolare all'ortofenilato di sodio e alla formalina al 5% (Scatozza  et al., 
1998). Map può sopravvivere nell'ambiente per lunghi periodi di tempo: 163 giorni nelle acque di fiume,  270 
giorni nelle acque stagnanti, 11 mesi nelle feci bovine e nel suolo, 7 giorni nelle urine (Chiodini et al., 1984); in 
condizioni sperimentali è stato dimostrato che la sopravvivenza di MAP nei liquami bovini è di 98 giorni a 15 
°C,  ma può raggiungere 252 giorni a 5 °C (Yorgensen, 1999). La grande quantità di involucri che i metaboliti 
devono attraversare per raggiungere la membrana cellulare giustifica la lentezza negli scambi metabolici fra la 
cellula e l’ambiente esterno e spiega la caratteristica lentezza di replicazione dei micobatteri nei terreni di coltura 
artificiali utilizzati in microbiologia.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Legenda: 
1) Glicolipidi fenolici 
2) Acidi micolici 
3) Arabinogalattani 
4) Peptidoglicano 
5) Membrana cellulare 
6) Lipoarabinomannani  (LAM) 
7) Fosfatidilinositolo mannoside 
8) Struttura parete cellulare 
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2 - EPIDEMIOLOGIA 
 
In Italia la paratubercolosi bovina è ampiamente diffusa; diverse indagini ne hanno accertato la prevalenza 
(Tabella 4). 
 
 
 
Area 
 
Periodo Test diagnostico 
Prevalenza 
apparente 
allevamenti 
Prevalenza 
apparente 
animali 
Riferimento 
bibliografico 
Veneto 2000-2001 ELISA individuale 64.9% 3.5% Robbi et al., 2002 
Lombardia 2003-2005 ELISA individuale 43.7% 2.6% Arrigoni et al., 2006 
Lazio 2005 ELISA individuale 42% 2.4% Lillini et al., 2005 
Umbria-Marche 2009-2010 ELISA individuale 52.8% 4.7% Papa et al., 2011 
Provincia 
Autonoma 
Trento 
2012 ELISA individuale 17,7% 2,5% Tamba, 2013 
Piemonte 2007-2008 ELISA latte 
massa 
9,5% --------- Tamba, 2013 
Emilia Romagna 2011-2012 ELISA latte 
massa 
14,5% --------- Tamba, 2013 
 
Tabella 4. Risultati delle indagini sulla paratubercolosi bovina svolte in Italia  (Tamba, 2013) 
 
 
L'introduzione di M. avium subsp. paratuberculosis (Map) in una popolazione si verifica quando un animale 
infetto elimina nell’ambiente feci contenenti batteri vitali (oltre cinquemila miliardi micobatteri al giorno), i 
quali attraverso la via oro-fecale contaminano la mandria. 
L’infezione è localizzata elettivamente a livello intestinale per cui il materiale infettante di importanza primaria è 
rappresentato dalle feci (Chiodini et al., 1984), anche se nelle fasi avanzate di infezione Map, diffondendo in vari 
organi ed apparati, può essere presente in altri liquidi biologici come latte, seme ed espettorato.  
La diffusione della paratubercolosi negli allevamenti di bovini da latte è stimata a livello internazionale tra il 7-
55% degli allevamenti; in Europa è stato evidenziato che nel 47% dei campioni di latte di massa sono presenti 
anticorpi per Map; in Italia la prevalenza degli allevamenti infetti si attesta tra il 19,2% ed il 76,5%: questa 
grande variabilità è dovuta ai differenti metodi di campionamento e di rilevazione utilizzati per individuare gli 
animali positivi (Marchetti et al., 2012). 
 
Le vie più comuni di introduzione dell’infezione in allevamento è l’acquisto di animali infetti, ma anche il 
contatto con ambienti infetti (partecipazione a mercati e fiere, condivisione di pascoli con soggetti i quali 
eliminano Map) o attrezzature contaminate. 
La recettività all’infezione, massima nel vitello fino a sei mesi, diminuisce progressivamente con l’aumentare 
dell’età, rimanendo comunque elevata fino a 12 mesi; generalmente i soggetti infettatisi da giovani con elevate 
quantità di Map, manifestano più frequentemente la forma clinica; tuttavia l’infezione è possibile anche negli 
adulti che si infettano con alte dosi di Map (Windsor et al., 2009). 
 
L’infezione si realizza generalmente nel vitello nei primi giorni o mesi di vita tramite: 
 
− Ingestione di colostro o latte infetto: Map può essere rilevato nel 54% di campioni di latte e colostro 
provenienti da bovine con forma clinica; tale percentuale si abbassa all’8,3% per il latte ed al 22.2% per 
il colostro provenienti da bovine con infezione subclinica (Giese et al., 2000; Streeter et al., 1995); 
 
− Ingestione di materiale contaminato da feci di animali infetti: le principali fonti di contaminazione 
sono rappresentate dalle mammelle imbrattate da feci infette, lettiera, acqua, alimenti contaminati. 
L’inadeguatezza strutturale degli abbeveratoi e della zona di alimentazione con conseguente mancata 
protezione dalla contaminazione fecale, così come la pratica della fertirrigazione e la non suddivisione 
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degli animali in gruppi omogenei per età possono rappresentare ulteriori fattori di rischio per la 
diffusione della patologia in allevamenti infetti. 
 
− Via congenita: è possibile la trasmissione in utero di Map da una bovina infetta al feto: Map è stato 
isolato dal 40% dei feti di bovine con sintomatologia clinica e dal 18% di quelli provenienti da vacche 
asintomatiche. Si pensa che vitelli infettatisi nel periodo prenatale abbiano un decorso clinico simile a 
quello dei vitelli che si infettano dopo la nascita per via orale (Sweeney, 2011). 
 
 
La trasmissione dell'infezione mediante la fecondazione naturale od artificiale è teoricamente possibile, ma 
praticamente poco probabile: infezioni sperimentali di uteri mediante inseminazione artificiale con seme 
contenente Map hanno dato esito positivo; tuttavia sono state necessarie alte concentrazioni del microrganismo e 
ciò difficilmente avviene in condizioni naturali, poichè nel seme di tori infetti è possibile isolare pochi bacilli di 
Map.  
Inoltre è stata indagata come possibile via di trasmissione l'embryo-transfer: Map è stato isolato da flushing di 
uteri di vacche donatrici infette anche dopo 10 lavaggi in vitro; inoltre è stata dimostrata la presenza di Map nelle 
corna uterine di donatrici naturalmente infette in fase asintomatica (Rohde et al.,1990).  
Nonostante ciò, si ritiene che l’impianto di embrioni lavati, come raccomandato dall’International Transfer 
Society, in riceventi sane sia da considerare a basso rischio di trasmissione dell'infezione; al contrario vi è un 
elevato rischio di avere vitelli infetti quando l'embrione viene impiantato su riceventi infette (Bielanski et al., 
2006; Vincenzoni, 2002). 
 
Negli ultimi anni sono stati identificati numerosi vettori per i micobatteri, in particolare gli insetti: Map è stato 
isolato dall’apparato digerente di alcuni ditteri appartenenti alla famiglia delle Calliophoridae (Challiphora 
vicina e Lucilia Caesar) catturati in un impianto di macellazione dove venivano macellati bovini infetti e dalla 
sulla superficie corporea degli adulti di Scatophaga spp, specie che si nutre di feci. 
Il nematode Lumbricus Terrestris è un vettore specifico di Map in quanto, da studi recenti, è emerso che 
mantenuto per un periodo di 2-10 giorni in un terreno contaminato con feci provenienti da aziende bovine e 
caprine infette da Map, è in grado di veicolare questo batterio. Altri nematodi, in particolare Diplogaster 
nudicapitatus e Cheilobus quadrilabiatus, sono in grado di offrire protezione a Map dall’azione di molti  
disinfettanti e soprattutto alla clorazione delle acque. 
La blatta appartenete al genere Blatta orientalis è un importante vettore sia per Map sia per Mycobacterium 
avium subsp. avium; infatti entrambe le specie batteriche rimangono vitali nel tratto intestinale della blatta ed è 
possibile isolarle,  tramite esame colturale effettuato sugli omogeneizzati dell’insetto, dopo 10 giorni 
dall’infezione e dalle secrezione 3 giorni dopo l’infezione (Lillini, 2004). 
3 - PATOGENESI  
 
Attraverso la via orale Map arriva nell’intestino ed i micobatteri che non sono stati eliminati con il contenuto 
intestinale e che sono sopravvissuti alle difese aspecifiche dell’organismo (bile, acidità, enzimi digestivi, 
lattoferrina, peristalsi, flora intestinale e muco) si insediano a livello della mucosa intestinale. 
Nei vitelli non svezzati, la doccia esofagea, che  trasporta il latte direttamente in abomaso oltrepassando il 
rumine immaturo, può costituire uno dei fattori che rendono i vitelli più sensibili all’ infezione rispetto agli adulti 
(Clarke, 1997). 
Nella mucosa intestinale oltre agli  enterociti sono presenti a livello dell'ileo e del digiuno cellule linfoidi e 
cellule epiteliali specializzate, dette cellule M che sono disseminate fra gli enterociti e ricoprono la cupola dei 
follicoli linfoidi della Placche di Peyer. I micobatteri  attraversano la membrana apicale delle cellule M 
per transcitosi raggiungono la membrana basolaterale dove sono fagocitati dai macrofagi subepiteliali ed 
intraepiteliali della  lamina propria adiacente alla placca di Peyer, localizzandosi all’interno dei fagosomi; questo 
processo richiede venti ore (Stabel 1999; Clarke, 1997; Momotani et al., 1988; Bendixen et al., 1981). 
Le Placche di Peyer sono molto sviluppate alla nascita: nei vitelli quasi il 9% del piccolo intestino comprende 
tessuto linfoide e di questo due terzi è situato nell'ileo; il tessuto subisce nel tempo un processo di involuzione 
ma  nell’ animale adulto  si ritrova ancora nella regione della valvola ileocecale; questo può offrire un ulteriore 
spiegazione del  perché i vitelli siano più sensibili degli adulti alle infezioni da micobatteri (Nisbet et al.,1962) . 
Una volta penetrati nei macrofagi, i micobatteri non evocano risposta anticorpale o umorale e replicano 
relativamente senza ostacoli resistendo alla lisi degli enzimi lisosomiali dei macrofagi; il successo di Map 
nell’eludere l’azione macrofagica è un prerequisito per la persistenza e, infine, per lo sviluppo di paratubercolosi 
(Clarke, 1997): la maggior parte degli animali naturalmente esposti all'infezione che non sviluppa malattia, ha 
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probabilmente meccanismi di killing efficaci; se però i micobatteri sopravvivono all’interno del macrofago, 
l’animale può sviluppare la malattia o rimanere per un lungo periodo portatore asintomatico. 
I meccanismi, grazie ai quali Map resiste alla degradazione intracellulare e si moltiplica nei macrofagi, non sono 
del tutto chiari  e, anche se lo strato lipidico gioca un ruolo importante nella resistenza ai meccanismi di difesa 
intracellulare (Sibley et al., 1990; Tanaka et al., 1996), sono stati individuati tre possibili meccanismi mediante i 
quali Map sopravvive nei macrofagi (Tooker et al., 2002): 
 
1) interferenza dell’espressione proteica e l’inibizione della maturazione del macrofago; 
2)   espressione di proteine che interferiscono direttamente con l’attivazione del macrofago; 
3)   penetrazione nella cellula inibendo i meccanismi di attivazione.  
 
Le prime lesioni si sviluppano nelle placche di Peyer dove Map può persistere per periodi prolungati prima di 
diffondersi ad altre parti dell'intestino, in particolare nell'ileo terminale, dove causa enterite granulomatosa 
caratteristica della malattia. I macrofagi infetti possono essere trovati nei vasi linfatici locali, nei linfonodi 
tributari e, nelle prime fasi di infezione, nel sangue periferico. 
La presentazione dei micobatteri ai linfociti T dà origine ad  una complessa cascata cellulare ed alla produzione 
di citochine (Kunkel et al.,1989). 
La risposta immunitaria cellulo-mediata comporta la proliferazione delle cellule Th1, cioè  CD4 + , CD8 + e 
delle cellule mononucleate del sangue periferico che secernono elevati livelli di citochine quali interferone 
gamma (IFN - γ), interleuchina - 1 alfa (IL- 1α), IL-6 , IL- 2 , e fattore di necrosi tumorale – alfa (TNF - α); la 
risposta infiammatoria e citotossica sono essenziali per il controllo dell'infezione (Harris et al., 2001; Coussens, 
2004). 
Nel periodo in cui i batteri sono nella mucosa ed i macrofagi nella sottomucosa, la risposta  umorale all’infezione 
non è rilevabile o lo è scarsamente; il ritardo nella rilevabilità della risposta immunitaria umorale è uno dei 
motivi della scarsa sensibilità dei test sierologici mirati alla diagnosi precoce dell’ infezione (Tiwari et al., 2006). 
Successivamente, durante la fase tardiva dell'infezione subclinica, si assiste al passaggio della risposta 
immunitaria di tipo Th1 a quella di tipo Th2 la quale è caratterizzata dalla produzione di anticorpi IgG1, 
dall’afflusso di cellule infiammatorie nel sito d’infezione e dalla up-regulation di IL - 10 (Stabel et al. 2007); al 
cambiamento del tipo di risposta immunitaria si associa il manifestarsi della forma clinica.  
Il meccanismo responsabile della perdita o della riduzione della risposta di tipo 1 è stato correlato da studi 
recenti a fattori genetici dell’ospite o ad una costante esposizione delle cellule immunitarie all’antigene rilasciato 
dai macrofagi infetti o all’intensa moltiplicazione di Map (Coussens, 2004).  
 
 
 
Figura 3. Evoluzione della patogenicità dell'infezione (Pozzato et al., 2012) 
 
I batteri intracellulari, come i micobatteri, non suscitano una risposta umorale nelle prime fasi dell'infezione 
caratterizzate invece dalla formazione di granulomi e da un’azione citotossica che cerca di distruggere le cellule 
infette ed il granuloma; con la successiva disgregazione del granuloma, si ha la liberazione intermittente di Map 
e l’animale diventa infettante anche se la quantità di micobatteri escreti è bassa e spesso sotto il livello soglia, 
motivo per cui Map è difficilmente rilevabile nei campioni tramite l’esame colturale o la PCR (Pozzato et al., 
2012); in questa fase si hanno inoltre elevati livelli di IFN-γ, mentre non si ha ancora una risposta Th2 rilevabile. 
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Successivamente, quando la risposta cellulo-mediata diminuisce ed i macrofagi infetti lisati rilasciano i batteri, 
inizia una forte risposta anticorpale; ciò si verifica di solito in casi clinici avanzati di paratubercolosi. Negli 
animali asintomatici, invece, la risposta cellulo-mediata ha dimostrato di essere in grado di controllare l'infezione 
(Merkal et al., 1970; Milner et al., 1990). 
La gravità dei segni clinici della malattia non è sempre correlata al tipo di risposta immunitaria ed all'entità delle 
lesioni riscontrate alla necroscopia (Chiodini et al., 1984).  
Il tipo di test diagnostico da utilizzare per individuare animali infetti varia in base alla risposta del sistema 
immunitario dell'animale: all'inizio della malattia, l’immunità mediata dalle cellule può essere rilevabile tramite 
reazioni cutanee di ipersensibilità, le quali diventano progressivamente più deboli; al diminuire della risposta 
cellulo-mediata ed all'aumentare di quella umorale, gli anticorpi possono essere rilevati dal test di fissazione del 
complemento, dall'immunodiffusione in gel di agar o ELISA. 
4 - SINTOMATOLOGIA  
 
La paratubercolosi è una malattia infettiva cronica, sistemica, a lento decorso che si evidenzia con il manifestarsi 
di forme cliniche che compaiono dopo un prolungato periodo di incubazione che generalmente varia da 2 a 10 
anni nel bovino. La durata del periodo di incubazione dipende dal livello di esposizione, dalla patogenicità del 
ceppo coinvolto e dalla capacità dell’animale di contrastare l’infezione (Pozzato et al., 2012). 
La malattia compare nel bovino generalmente alla seconda-terza lattazione e più frequentemente in prossimità 
del parto; in realtà la precoce riforma degli animali nei nostri allevamenti non permette alla malattia, che 
presenta un picco intorno ai 4-7 anni, di manifestarsi appieno (Jubb et al.,1999). La comparsa di segni clinici alla 
prima lattazione è generalmente indice di una elevata prevalenza in allevamento, con conseguente elevata 
probabilità di infezione dei vitelli (Salem et al., 2013).  
Gli animali esposti a Map dopo lo svezzamento hanno minori probabilità di sviluppare la malattia rispetto a 
quelli che si infettano più precocemente, ed alcuni di essi diventano resistenti, cioè non sviluppano lesioni o 
segni clinici di malattia; tuttavia in questi soggetti in seguito ad esposizioni elevate o ripetute al micobatterio  si 
può assistere ad una rapida replicazione del batterio che porta allo sviluppo di lesioni ed alla sua diffusione 
nell'organismo (Fecteau et al., 2010).  
Una carente alimentazione, stress ambientali, la lattazione, il parto e l’immunosoppressione legata al virus della 
diarrea bovina sono stati proposti come fattori predisponenti all'insorgenza della sintomatologia (Gerlach, 2002; 
Corn et al., 2010) .  
La malattia in genere insorge determinando i sintomi in pochi capi per cui spesso l’allevatore non presta grande 
importanza al fatto; inoltre la fase iniziale è caratterizzata da sintomi aspecifici quali perdita di peso ed 
ipogalassia. 
Il microrganismo si moltiplica lentamente nella mucosa ileale e nei linfonodi regionali e le lesioni sviluppate 
nella parete intestinale gradualmente provocano sindrome da malassorbimento per cui gli animali cominciano a 
mostrare diarrea intermittente. Il meccanismo fisiologico per lo sviluppo di diarrea è correlato alle reazioni 
antigene-anticorpo a livello intestinale: l’instaurarsi di fenomeni immunitari quali la produzione di 
immunocomplessi o fenomeni localizzati di ipersensibilità ritardata sembrano contribuire in parte all’insorgenza 
della diarrea attraverso la liberazione di istamina e di altre sostanze in grado di modificare la permeabilità vasale 
(Lillini, 2004). 
Occasionalmente, parecchie settimane dopo l'insorgenza di diarrea, può comparire un rigonfiamento morbido 
nella zona della mascella sottomandibolare denominato edema intermandibolare che si sviluppa a causa di 
perdita di proteine sieriche nel tratto digestivo (Manning et al., 2001); successivamente si ha polidipsia a causa 
della diarrea mentre l’edema intermandibolare può anche scomparire. 
In generale gli animali non hanno ipertermia e l’appetito risulta conservato; le feci però sono acquose, omogenee 
e senza odore offensivo, sangue, detriti epiteliali o tracce di muco. 
La malattia ha un  decorso progressivo: gli animali colpiti diventano sempre più emaciati e di solito muoiono per 
disidratazione e cachessia (Salem et al., 2013). Si individuano quattro stadi della malattia in base alla gravità di 
segni clinici, al numero di microrganismi escreti ed all'efficacia di rilevamento dei test di laboratorio (Whitlock 
et al., 1996) .  
 
− Fase I  Infezione silente. In questa fase non vi è eliminazione del micobatterio e non vi sono segni 
clinici. I vitelli infetti possono però eliminare micobatteri a livelli bassissimi (sotto la soglia di 
rilevamento); non vi sono quindi test diagnostici in grado di rilevare l'infezione in questa fase.  
I test diagnostici che utilizzano la risposta cellulo-mediata, come l’intradermoreazione mediante 
inoculazione della johnina e la prova IFN-γ, sono stati utilizzati per rilevare questo stadio della malattia; 
tuttavia questi test hanno una bassa specificità di questi test dovuta alla presenza di antigeni comuni tra 
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Map ed altri micobatteri ambientali e appartenenti al MAC; inoltre questo test può causare reazione 
parallergica alla tubercolina ed interferire con i piani di eradicazione della tubercolosi. 
 
− Fase II  Malattia subclinica. Si ha una eliminazione batterica intermittente per cui gli animali possono 
essere dichiarati positivi o negativi al test della coltura fecale. Alcuni animali possono inoltre avere 
anticorpi rilevabili per Map;  tuttavia, è stato ipotizzato che l’ eliminazione fecale si verifichi prima della 
rilevabilità della risposta anticorpale (Lepper et al., 1989) e gli animali infetti che risultano negativi alla 
cultura fecale in questa fase possono eliminare un basso numero di batteri nelle feci. 
 
− Fase III  Malattia clinica. Compaiono i segni iniziali della malattia: il primo segno evidente è la perdita 
di peso graduale seguita da diarrea  persistente o intermittente che non risponde alle terapie antibiotiche; 
inoltre si osserva polidipsia e calo della produzione lattea. Nello stesso tempo l’appetito ed i segni 
vitali, quali frequenza cardiaca, respiratoria e temperatura, rimangano normali. Molti animali, in questo 
stadio, sono positivi alla coltura fecale ed hanno anticorpi rilevabili ai test sierologici (Pozzato et al., 
2012). 
Da un punto di vista anatomopatologico la parete intestinale si presenta tipicamente ispessita e può 
assumere all’esame macroscopico un aspetto simile alla massa cerebrale a causa della formazione di 
grossi ammassi di cellule epiteliodi negli strati profondi della mucosa e sottomucosa. La presenza di 
Map nei macrofagi consente la sua disseminazione in utero, mammella e negli organi genitali maschili 
(Lillini, 2004). 
 
− Fase IV  Malattia clinica avanzata. Questa fase è caratterizzata da severo dimagramento, diarrea, 
ipoproteinemia ed edema intermandibolare;  inoltre, gli animali diventano cachettici, anemici e troppo 
deboli per muoversi. In genere gli animali sono riformati prima di raggiungere questo stadio a causa 
della riduzione del calo di produttività già presente nella terza fase (Khol et al., 2012). 
 
Nella diagnosi differenziale di paratubercolosi devono essere prese in considerazione cause infettive e non 
infettive le quali determinano nel bovino perdita di peso e diarrea (Cousins et al., 2012): 
 
− Coccidiosi; 
− Carenza di rame; 
− Dislocazione destra d’abomaso; 
− Dismetabolie; 
− Fascioliasi cronica; 
− Leucosi Bovina Enzootica; 
− Lipomatosi;  
− Malattia della mucose; 
− Parassiti gastro-intestinali; 
− Salmonellosi; 
− Tumori del tratto gastro intestinale; 
− Yersiniosi. 
5 - LESIONI ANATOMOPATOLOGICHE 
 
L’indagine clinico-anamnestica deve essere accompagnata da un accurato esame necroscopico delle carcasse dei 
soggetti venuti a morte per raccogliere informazioni necessarie a confermare o ad escludere il sospetto 
diagnostico. 
Nella maggior parte dei casi, le lesioni macroscopiche coinvolgono la valvola ileo-cieco-colica, la parte 
terminale dell'ileo, il cieco e la parte prossimale del colon ed i relativi linfonodi tributari. All’esame 
anatomopatologico si evidenzia una enterite granulomatosa cronica, associata a linfangite, linfangectasia e 
linfoadenite dei linfonodi mesenterici. 
La mucosa dell’intestino appare dunque ispessita ed assume un aspetto corrugato (simile alle circonvoluzioni 
dell’encefalo) a causa della tumefazione delle pliche ed in certi casi, le tipiche lesioni si estendono dal duodeno 
fino al retto. La sommità delle pliche è spesso leggermente arrossata per la congestione e possono comparirvi 
emorragie petecchiali e, sebbene raramente, ulcere superficiali (Pozzato et al., 2012). 
A livello istologico sono evidenziabili infiltrazione linfocitaria e le caratteristiche cellule giganti; nei casi di 
malattia avanzata le lesioni e le alterazioni istologiche sono evidenti e patognomoniche ed i bacilli acido-
resistenti sono facilmente identificabili. 
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Negli animali con infezione subclinica si può osservare un’infiltrazione diffusa nella lamina propria di linfociti, 
plasmacellule, eosinofili  e occasionalmente di cellule  epitelioidi all’apice o alla base dei villi; con la 
progressione della malattia le cellule epitelioidi aumentano di numero fino a comprimere e cancellare 
gradualmente le cripte in modo tale da determinare l'ispessimento dell'intestino, mentre le cellule giganti di 
Langhans con i tipici nuclei periferici sono presenti in seguito alla fusione di cellule epiteliodi. 
Le lesioni specifiche nei linfonodi sono analoghe a quelle nell'intestino: in un primo momento il seno 
subcapsulare è leggermente infiltrato di cellule epitelioidi e non vi è metaplasia istiocitica di cellule reticolari 
midollari, ma le infiltrazioni sono progressive e arrivano a formare aree focali o diffuse di cellule epitelioidi e 
giganti nelle aree paracorticali. Granulomi focali microscopici sono stati descritti nel fegato, nelle tonsille, nei 
linfonodi e occasionalmente nei reni e polmoni. Negli animali con malattia clinica si possono osservare  un gran 
numero di bacilli alcol-acido resistenti nelle lesioni sia in sede intracellulare sia extracellulare utilizzando la 
colorazione di  Ziehl-Neelsen, mentre nei casi preclinici sono infrequenti e difficili da rilevare (Cousins et al., 
2002). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
6 - DIAGNOSI 
 
La sensibilità e la specificità dei test diagnostici per la paratubercolosi sono influenzati da fattori specifici 
dell'ospite, dall'ambiente e dalla modalità di  raccolta e di conservazione del campione (Cousins et al., 2002). 
La presenza di Map può essere messa in evidenza attraverso l’utilizzo di metodi di analisi diretti ed indiretti. 
 
6.1 METODI DIRETTI 
 
Il modo migliore per diagnosticare la paratubercolosi è quello di rilevare il batterio che provoca l'infezione; 
infatti non ritrovandosi normalmente nelle feci degli animali, se riscontrato è individuato come causa di 
infezione e di patologia nell'animale. Il rilevamento diretto di Map si ottiene solitamente mediante esame 
microscopico di strisci colorati, isolamento con metodi di coltura,  rilevazione del materiale genetico. 
 
 
 
Figura 4. Ileo di bovina affetta da paratubercolosi, a destra, rispetto ad un  
ileo normale, a sinistra (Blowey et al., 1997). 
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Rilevamento di Map attraverso l'esame microscopico 
 
L'esame microscopico, eseguito su strisci fecali o organi, è un metodo di diagnosi rapido ed economico. La 
colorazione di Ziehl – Neelsen (ZN) viene di solito eseguita come test primario e rileva la presenza dei batteri 
come aggregati bastoncellari di colore rosso; tuttavia, la presenza di bacilli alcol acido resistenti di origine 
ambientale nei campioni fecali è abbastanza comune  e quindi la diagnosi di paratubercolosi sulla base di ZN è 
talvolta non specifica. Inoltre, il test ha una sensibilità molto bassa nei primi stadi della malattia, ma nella fase 
clinica il test è veramente sensibile; infatti la soglia per evidenziare un campione positivo e molto alta (105-106 
ufc/gr) (Salem et al., 2005). 
 
Rilevamento di Map attraverso l’esame colturale 
 
La coltura di Map da feci è  il test più sensibile disponibile ed ha il 100% di specificità quando associato ad altre 
metodiche; per questo motivo è usata per determinare lo stato di infezione degli animali, per stimare la 
sensibilità di altri test diagnostici e come test di conferma per animali risultati positivi ai test immunologici. 
Questo metodo è il "gold standard" per l'individuazione di Map nonostante abbia molte limitazioni come la 
necessità di lunghi periodi di incubazione (i primi campioni positivi sono evidenziabili dopo un mese), costi 
elevati, la necessità di attrezzature e personale specializzato, possibile contaminazione con altri micobatteri o 
funghi (Salem et al., 2013). 
L’isolamento del microrganismo non necessariamente indica che l’animale sia infetto: infatti  può essere un 
semplice transito del batterio attraverso l’apparato digerente, dovuto alla forte contaminazione ambientale.  
Inoltre, sono segnalati casi di falsi negativi a seguito di presenza di M. porcinum che inibisce la crescita di Map 
(Sweeny et al., 1992; Taddei et al., 2008). 
Un aspetto riconosciuto come critico nell’esame colturale è la preparazione del campione; in particolare la 
procedura di decontaminazione, necessaria per rimuovere la maggior parte dei microrganismi della flora 
intestinale, è una fase molto delicata la quale se eccessiva influenza la vitalità dei micobatteri, se troppo blanda 
determina l’inquinamento del terreno (Salem et al., 2013); si può effettuare tramite cloruro di cetilpiridino 
monoidrato (HPC) o sodio dodecil solfato (SDSNa). 
Il cloruro di cetilpiridino monoidrato (HPC) è la sostanza decontaminante più utilizzata, più conosciuta e meno 
dannosa per Map. La decontaminazione dura, generalmente, 4 o 5 ore ma può essere prolungata anche per una 
notte. L’utilizzo di HPC per periodi di tempo eccessivi, a temperature maggiori della temperatura ambiente o in 
associazione con antibiotici può comportare un decremento della carica di Map nel campione in esame.  
La coltivazione convenzionale di Map richiede terreni arricchiti, solidi o liquidi, con aggiunta di Mycobatin J; i 
terreni solidi comunemente usati sono Herrold’s Egg Yolk Medium (HEYM), Lowenstein-Jensen agar (LJ)  che 
sono a base d’uovo oppure terreni sintetici agarizzati quali Middlebrook agar M7H10 e M7H11. 
L’incubazione avviene a 37°C e le colonie, in alcuni casi, sono visibili dopo 4 settimane, più frequentemente 
dopo 10 – 16 settimane. 
Tra i metodi di coltura liquidi si annoverano il sistema BACTEC, che consiste nella misurazione radiometrica 
della CO2 radioattiva formatasi dalla metabolizzazione da parte di Map del carbonio radioattivo fornitogli con il 
terreno, ed il sistema MGIT, sistema a fluorescenza, che quantifica il consumo o la riduzione dell’O2 da parte di 
Map. 
Negli ultimi anni è stato adattato alla ricerca di MAP il test FASTPlaqueTB  basato sull’abilità del 
micobatteriofago D29 di replicarsi solo all’interno di cellule di Mycobacterium spp. vitali e di portare alla lisi 
delle stesse; il risultato è visibile tramite la formazione di placche sul mezzo di coltura entro 24-48 ore e viene 
espresso in Unità Formanti Placca (UFP)/ml. La sensibilità dimostrata da questo metodo risulta più bassa di 1 o 2 
log10 rispetto alla sensibilità della coltura su HEYM.   
Questi metodi richiedono inoltre un’ulteriore conferma attraverso l’uso di una specifica PCR (Serraino, 2014). 
Il risultato dell’esame colturale è qualitativo e semiquantitativo, in quanto permette di numerare le colonie 
cresciute e classificare l’animale nelle varie categorie in base al livello di escrezione del microrganismo 
(Whitlock et al., 2000). 
 
Metodi di rilevamento mediante Reazione a catena della polimerasi (PCR) 
 
Una delle maggiori difficoltà che si incontrano nel lavorare con Map è legata alla sua lenta crescita; per superare 
questa problematica la PCR può essere impiegato in alternativa al metodo colturale.  
La sequenza di inserzione IS900 è comunemente usata come marcatore di riferimento per individuare la presenza 
di Map in diversi substrati. 
La PCR, tuttavia, non è in grado di eguagliare la sensibilità della cultura fecale a causa di problemi nella 
preparazione dei campioni; la ridotta sensibilità può derivare dall'estrazione inefficiente del DNA dei micobatteri 
dai campioni, soprattutto quando sono coinvolti un piccolo gruppo di batteri e/o di sostanze PCR inibitrici 
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presenti  in differenti tipi di campioni quali sali biliari, alto contenuto di lipidi, acido fitico, polifenoli, 
polisaccaridi.  
Un'altra preoccupazione riguardante la PCR è il verificarsi di false reazioni positive dovute alla presenza di 
sequenze altamente omologhe alla IS900 di Map in genomi di altre specie di micobatteri. Successivamente 
l’identificazione di nuove sequenze di DNA, considerate specifiche per Map (ISMav2, f57 e ISMap02), hanno 
offerto nuove possibilità di identificare il microrganismo usando la PCR (Salem et al., 2013). Metodi basati sulla 
PCR/REA della sequenza IS1311 (Marsh et al., 1999) o sulla multiplex DMC-PCR, permettono anche di 
distinguere i ceppi C (tipo II) da quelli S (tipo I/III) (Collins et al., 2002). 
Attualmente una metodica PCR molto utilizzata per la ricerca di Map è la Real Time PCR; questa tecnica 
permette di quantificare il numero di copie di Map presenti nel campione in esame (Aly et al. 2012; Morávková 
et al. 2012).  
 
6.2 METODI INDIRETTI 
 
Nonostante la loro bassa sensibilità, i test sierologici sono i più convenienti per il loro basso costo e per la loro 
rapidità. Come accennato precedentemente, nelle fasi iniziali dell’infezione predomina la risposta immunitaria 
cellulo-mediata, mentre in quelle avanzate quella anticorpale. Pertanto una ottimale diagnosi immunologica di 
paratubercolosi in allevamento richiederebbe l’utilizzo simultaneo sia di test che rilevino la risposta cellulo-
mediata sia di saggi che determinino la risposta anticorpale (Salem et al., 2013). 
 
Analisi immunoenzimatica (ELISA) 
 
Il test immunoenzimatico (ELISA) è considerato come test di screening per la rilevazione di animali positivi alla 
paratubercolosi; infatti la facilità di prelievo del campione, il rapido tempo di risposta e il basso costo di  
esecuzione permettono di  testare un gran numero di campioni in breve tempo. In commercio sono presenti 
diversi kit ELISA per la diagnosi di paratubercolosi bovina basati sulla rilevazione di anticorpi sia nel sangue sia 
nel latte. 
La sensibilità del test ELISA dipende dalla fase di malattia in cui l’animale si trova: nelle fasi precoci di 
infezione la sensibilità è quasi nulla, ma può salire fino al 75 % quando l'animale raggiunge lo stadio clinico 
dell’infezione. Inoltre il test ha una sensibilità molto bassa in animali  giovani recentemente infettati; pertanto 
questo test non è attendibile per rilevare la malattia in un’azienda dove l'infezione ha appena iniziato a 
diffondersi. Permane inoltre la problematica legata ai risultati falsi positivi i quali si presentano solitamente a 
seguito di reazioni crociate dovute ad altri batteri (Salem et al., 2013). 
Recentemente, l’antigene di superficie  di Map è stato utilizzato vantaggiosamente nello sviluppo di un nuovo 
saggio, EV-ELISA, con specificità diagnostica e sensibilità rispettivamente del 97,4% e 100%  rispetto alla 
coltura fecale come gold standard (Eda et al. 2006); di conseguenza EV-ELISA è considerato un test specifico 
per la diagnosi precoce di paratubercolosi (Wadhwa et al. 2012). 
I ricercatori hanno sviluppato e valutato un ulteriore test ELISA, il JTC- ELISA con antigeni ricavati da una  
giovane coltura di Map, il quale può essere applicato su siero e latte bovino con una sensibilità diagnostica del 
91,1 % e specificità del 99-100 % rispetto a cinque commerciale kit ELISA paratuberculosis (Shin et al. 2008); 
tuttavia, un'ulteriore valutazione e validazione per la EV-ELISA e il JTC-ELISA sono necessari. 
 
La prova di fissazione del complemento 
 
La prova di fissazione del complemento, nonostante manchi di sufficiente sensibilità e, in molti casi, di 
specificità, è utilizzata come strumento diagnostico per l'identificazione di animali infetti. Negli allevamenti da 
latte la sensibilità varia dal 10 al 90%, mentre la specificità è del 70% (Böttcher et al., 2004) . 
 
Prova di immunodiffusione su gel di agar (AGID) 
 
L’AGID è stato sviluppato come test di conferma rapido per animali con manifestazioni cliniche della malattia 
(Tiwari et al. 2006). Il test ha una bassa sensibilità nelle fasi iniziali della malattia ma diventa più utile nelle fasi 
avanzate di infezione. Sebbene la sua sensibilità sia inferiore a quella del test ELISA, il suo basso costo lo rende 
un test molto interessante soprattutto nella clinica dei piccoli ruminanti e inoltre può essere applicato in diverse 
specie animali come bovini, pecore, capre e cervi (Woodbury et al. 2008). 
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Prove di immunità cellulare 
 
L’intradermoreazione è un test in vivo che si esegue inoculando a livello intradermico, nella regione del collo 
fra il terzo anteriore e il terzo mediano, un derivato proteico purificato (johnina) ottenuto da colture di Map su 
terreno liquido sintetico. Il test è basato sull’ evocazione di una risposta immunitaria di ipersensibilità ritardata: 
se l’animale è stato sensibilizzato da una pregressa infezione si sviluppa una forma infiammatoria ed un edema 
nel sito di inoculazione che raggiunge la maggiore intensità dopo 48-72 ore ed in seguito regredisce rapidamente. 
Lo spessore della cute viene misurata prima e 72 ore dopo l'iniezione, mentre un aumento dello spessore di 
almeno 2 mm è considerato un reazione positiva. Questa ipersensibilità ritardata è mediata dalle cellule T 
sensibilizzate ed e in grado di individuare gli animali infetti prima che diventino infettanti; tuttavia è poco 
utilizzato nella pratica clinica per la scarsa accuratezza infatti la specificità di questo test è di 0.888, 0.913 e 
0.935 con una reazione di >2 mm, >3 mm e >4 mm rispettivamente;  non è stata invece calcolata la sensibilità 
(Pozzato et al., 2012). Alcuni paesi non permettono l’impiego di questo test in quanto può sensibilizzare gli 
animali e dare problemi di cross reazione con la PPD derivata da M. bovis, utilizzato per la diagnosi della 
tubercolosi bovina (Barry et al., 2011) . 
 
Il test IFN-γ è un test immunoenzimatico in grado di misurare la produzione, da parte dei linfociti stimolati in 
vitro, di IFN-γ così da valutare la risposta immunitaria cellulo-mediata: rileva la quantità di citochina prodotta 
dai linfociti T degli animali infetti. 
IFN-γ è una citochina che viene prevalentemente rilasciata dai linfociti T dopo stimolazione antigenica e gioca 
un ruolo importante nella risposta immunitaria verso i micobatteri come maggior fattore d’attivazione 
macrofagica ed analogamente al test dell’intradermoreazione, è in grado di individuare gli animali infetti prima 
che diventino infettanti.  
 
La matrice su cui si esegue il test è rappresentata da un campione di sangue eparinizzato stimolato con Johnin 
PPD o linfociti stimolati con cellule batteriche o estratto di Map. Questo è un test molto sensibile (93%) nella 
fase iniziale di infezione; tuttavia ha bassa specificità per cui si possono avere falsi positivi, specialmente nei 
giovani animali, che rappresentano la popolazione principale oggetto del test. La sensibilizzazione alla PPD 
aviaria o alla johnina è molto comune negli animali e quindi interferisce con la specificità di entrambe le prove e 
rende la interpretazione dei risultati più difficile (Pozzato et al., 2012). 
 
7 - DIFFUSIONE 
 
La paratubercolosi è una malattia a diffusione cosmopolita; in Europa il tasso di prevalenza della paratubercolosi 
bovina varia da 7 al 55%; negli Stati Uniti la prevalenza è fortemente associata alle dimensioni della mandria (il 
40% degli allevamenti con oltre 300 capi è risultato infetto), mentre in Australia  la prevalenza è stimata tra 9-
22% (Manning et al., 2001).  
Per quanto riguarda l'Italia, la prevalenza degli allevamenti infetti si attesta tra il 19.2 e il 76.5%; in Lombardia la 
prevalenza è risultata del 19.2% ed i capi sieropositivi sono risultati il 2.6% (Arrigoni et al., 2006). 
Nel 2004 in uno studio effettuato in una zona pedemontana della Lombardia sono stati controllati 81 allevamenti 
per un totale 1198 soggetti e gli allevamenti con almeno un animale positivo erano 62 (76.5%); in studi condotti 
nel Lazio la prevalenza è risultata essere del 35%, in Veneto del 26.7% (Marchetti et al., 2012) e in Umbria e 
Marche del 53% (Papa et al., 2011). 
La prevalenza dell’infezione è in aumento nei paesi che non dispongono di programmi di controllo obbligatori; è 
stato inoltre osservato che nei paesi a clima caldo e secco, con realtà di allevamento poco intensive, la malattia 
non è in grado di diffondere facilmente e l'incidenza rimane bassa (Pavlik et al., 2000).  
 
8 - IMPATTO ECONOMICO 
 
Diversi studi hanno dimostrato come sia animali con forma clinica che animali con infezione subclinica abbiano 
significative riduzioni del potenziale produttivo riconducibili a: 
 
− riduzione della produzione lattea; 
− riforma anticipata dei casi clinici e degli animali positivi ai test con conseguente perdita di patrimonio 
genetico; 
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− diminuzione del valore degli animali macellati; 
− aumento della mortalità; 
− diminuzione degli indici riproduttivi; 
− aumento della suscettibilità ad altre malattie; 
− diminuzione dell’indice di conversione degli alimenti. 
 
La riduzione della produzione di latte rappresenta la principale causa di mancato guadagno per gli allevamenti 
da latte infetti da paratubercolosi.  
Da un’indagine retrospettiva svolta su vacche con lesioni istopatologiche ed esame colturale positivo è emerso 
che nei capi con sintomi le perdite di produzione rispetto alla lattazione precedente e a quella di due anni prima 
erano rispettivamente del 5% e del 19,5%, mentre nei casi subclinici le perdite erano del 6% e del 16% 
(Benedictus, 1987). 
In un altro studio è stato segnalato che le perdite diventano evidenti a partire dalla seconda lattazione e sono 
quantificabili tra i 590 kg e i 1270 kg di latte per lattazione e per vacca (Wilson et al., 1993). 
In uno studio (Dufour et al., 2004) le perdite annuali stimate negli allevamenti da latte sono: 
− per ogni bovina con forma clinica 1940 euro; 
− per ogni bovina con infezione subclinica 461 euro.  
 
La riforma anticipata dei capi infetti determina perdita di produzioni e maggior costo per la rimonta; è riportato 
che gli animali positivi ai test hanno un rischio maggiore di riforma per infertilità e scarsa produttività: in una 
ricerca condotta in 134 allevamenti da latte canadesi con sieroprevalenza media del 2,4%, è stato stimato che per 
gli animali sieropositivi il rischio di essere riformati è 1,38 volte più elevato rispetto a quello dei capi 
sieronegativi. 
Prendendo invece in considerazione gli animali positivi alla coltura fecale in due allevamenti da latte del 
Minnesota (USA), gli autori hanno calcolato che il 75% dei bovini allevati vengono inviati al macello prima del 
termine della lattazione; di questi, la metà (52%) viene riformata per l’insorgenza di sintomi clinici di 
paratubercolosi, mentre la restante parte viene riformata per altre cause. Complessivamente, gli animali 
eliminatori di MAP con le feci hanno un rischio di essere riformati 3 volte  più alto rispetto agli animali negativi 
(Raizman et al., 2009). 
Relativamente alla diminuzione di valore dell’animale macellato, diversi studi riportano che vacche positive 
alla coltura fecale hanno perdite di peso dal 12% al 15%, con una riduzione del valore della carcassa del 31%. 
Nel caso di lesioni intestinali evidenti, la perdita può arrivare al 48%. Altri autori hanno quantificato in 516 euro 
la differenza media di prezzo per ogni caso clinico riformato (Luini et al., 2013). 
Gli animali infetti da Map hanno dimostrato di essere più suscettibili alle infezioni secondarie rispetto ai non 
infetti: negli allevamenti solo il 30% dei capi infetti è abbattuto per paratubercolosi mentre il restante 70% è 
riformato a causa di complicazioni secondarie quali mastite (16%), infertilità (37%) ed altre cause (17%) 
(Kopecky et al., 1967; Merkal et al.,1975). 
I costi indiretti connessi con la paratubercolosi comprendono anche i costi dei test per la movimentazione degli 
animali, i vincoli sugli scambi dei soggetti riproduttori provenienti da allevamenti infetti e la perdita della 
vendita di sperma o embrioni provenienti da allevamenti e soggetti infetti (Caldow et al., 1997). 
9 - PRESENZA DI MAP IN LATTE E DERIVATI 
 
La paratubercolosi, nel comparto lattiero caseario, viene considerata una patologia particolarmente importante 
dal punto di vista economico, a causa delle perdite che comporta nella produzione del latte e quindi 
nell’economia complessiva delle aziende. 
La presenza di Map è stata dimostrata nel latte sia di animali con infezione subclinica sia in quello di soggetti 
con malattia clinicamente manifesta (Taylor, 1981; Sweeney, 1992; Streeter, 1995); la contaminazione del latte 
può avere sia origine endogena, attraverso l’escrezione con il latte di macrofagi infetti di derivazione ematica, sia 
esogena, dovuta a contaminazione fecale durante le fasi di mungitura. 
La contaminazione endogena è conseguente al fatto che la paratubercolosi, in particolare nelle fasi terminali, è 
una malattia sistemica, e di conseguenza la probabilità che l’animale infetto produca latte contaminato è 
maggiore se l’animale si trova in fase avanzata di infezione (Weber, 2008). 
La contaminazione esogena avviene con maggiore probabilità se le condizioni igienico-sanitarie dell’ 
allevamento sono scadenti ed, in presenza di una elevata biocontaminazione ambientale, può essere indipendente 
dallo stadio di infezione dell’animale; l’apporto alla contaminazione esogena del latte sia di animali con 
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infezione clinica che con infezione subclinica avanzata  può essere significativo, dato che le loro feci contengono 
quantità di Map rispettivamente di 109UFC/g e 107UFC/g. 
Il risanamento del latte mediante pastorizzazione, con una combinazione tempo/temperatura standardizzata per 
risanare il latte da M. bovis e Coxiella burnetii (HTST: 72 °C per 15 sec), ha dimostrato di non essere sempre 
efficace nei confronti di Map; il numero di batteri vitali presenti nel latte in seguito alla pastorizzazione HTST è 
in generale molto basso (4–20 UFC/50 ml). L’innalzamento delle temperature di trattamento o il prolungamento 
oltre i 25 secondi di tempo di trattamento si sono dimostrati efficaci nel ridurre la probabilità di isolamento di 
Map.  
In uno studio condotto contaminando sperimentalmente il latte con Map a concentrazioni di 105 UFC/ml ed 
applicando una omogeneizzazione “in-hold” immediatamente prima del trattamento termico, è stato dimostrato 
che Map non era più rilevabile quando il latte veniva pastorizzato a 74.5 °C per 25 secondi e a 78.5 °C per 15 
secondi (Grant, 2005); sulla base di questi studi, l'Agenzia per la Sicurezza Alimentare britannica (UK Food 
Standards Agency - FSA), applicando il principio di precauzione, ha stabilito di innalzare i tempi di 
pastorizzazione del latte a 25 secondi. 
Studi recenti  hanno testato le varie temperature necessarie per inattivare Map partendo da una concentrazione di 
106 UFC/ml (Gumber,2009) : 
 
− 50 °C per18 ore; 
− 60 °C per 30 minuti; 
− 70 °C per 35 secondi; 
− 80 °C per 30 secondi. 
 
Una spiegazione della notevole termoresistenza di Map potrebbe risiedere nella sua tendenza a formare aggregati 
(clumps); all’interno della stessa Unità Formante Colonia, rappresentata da un aggregato che raggruppa fino a 
10.000 cellule, una percentuale di esse potrebbe rimanere viva e vitale dopo il trattamento termico. 
Un’altra ipotesi relativa alla termoresistenza di Map è che questo possa subire, a seguito del riscaldamento fino a 
temperature di 100 °C per 10 minuti, un fenomeno di “termoattivazione”(Pongolini et al., 2013) oppure sia in 
grado di generare forme con caratteristiche di resistenza simili a quelle delle spore (Lamont, 2012). 
 
È stata testata su Map l’efficacia di due tecnologie applicate di routine al latte per ridurre il numero dei clostridi 
e la carica batterica (Grant, 2005): 
 
- centrifugazione: centrifugando  il latte a 6000 g, dopo averlo riscaldato a 60 °C, si ottiene una riduzione media 
di 3,05-3,56 Log10 UFC (99,82 - 99,95%), senza un precedente trattamento di declumping e di 3,33-3,98 Log10 
UFC (99,92 - 99,98%) con precedente trattamento di declumping. 
La maggiore efficacia del trattamento dopo declumping è legata alla tendenza degli aggregati ad inglobare aria 
rispetto alle cellule singole che sedimentano più efficacemente. 
 
- microfiltrazione: facendo passare il latte attraverso filtri con porosità di 1,2 µm si è ottenuta una riduzione 
media pari a 1,3-3,4 Log10 UFC (94,6 - 99,9%). 
 
Data la sua capacità di sopravvivere alla pastorizzazione Map può essere rinvenuto in formaggi a base di latte 
pastorizzato e nei formaggi a base di latte crudo e termizzato, mentre l’affioramento nelle condizioni di 
caseificazione del Grana Padano è in grado di ridurre la concentrazione di Map del 90% (Pongolini et al., 2013). 
 
Da studi effettuati in condizioni sperimentali sui formaggi, il valore di D (tempo di riduzione decimale) è 
risultato: 
 
− Cheddar: 90-107 giorni (Donaghy, 2004); 
− Queso fresco: 36.5-59,9 giorni (Sung, 2000); 
− Swiss Tilsiter: 45,5 giorni (Spahr, 2001); 
− Swiss Emmentaler: 27,8 giorni (Spahr, 2001). 
 
Durante la lavorazione del Cheddar, Map si concentra 10 volte nella cagliata e rimane coltivabile per 27 
settimane di stagionatura; è importante sottolineare che Map non si moltiplica all’esterno dell’ospite per le sue 
particolari esigenze di crescita, ma declina lentamente nel corso della stagionatura. 
Il sale non sembra essere rilevante nel condizionare la vitalità di Map, mentre il basso pH contribuisce alla sua 
inattivazione (Sung, 2000) soprattutto nei prodotti caseari a base di latte pastorizzato; infatti la pastorizzazione, 
associata a 60 giorni di stagionatura, può ridurre la concentrazione di Map a livelli trascurabili nei prodotti 
lattiero-caseari (Spahr, 2001). 
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Nello yoghurt il valore di pH (4-4,5), generalmente efficace verso i comuni batteri patogeni alimentari, non è 
sufficiente ad inattivare Map, che rimane vivo e vitale senza calo apprezzabile di concentrazione dopo 
conservazione a 6 °C per 6 settimane. Al contrario, nei prodotti fermentati (kefir), l’azione sinergica di valori 
particolarmente bassi di pH (inferiori a 4) e dei prodotti metabolici (acido lattico, perossido di idrogeno, acido 
acetico e batteriocine) della microflora caratteristica (batteri acido lattici) induce una riduzione significativa della 
concentrazione di Map (da 1.2 a ≥3,8 log10 UFC di Map). 
In un’ indagine condotta su 51 campioni di latte in polvere per la prima infanzia, appartenenti a 10 differenti 
marche provenienti da 7 paesi europei, 25 (49%) sono risultati positivi a IS900-PCR.  
La presenza di Map negli alimenti non deve essere sottovalutata poiché questo micobatterio costituisce un 
pericolo per la salute pubblica in quanto determina la presenza di proteine come la Hsp65 le quali possono 
costituire fattori scatenanti patologie autoimmuni, in particolare se l'assunzione avviene nella primissima 
infanzia (Pongolini et al., 2013). 
Recentemente sono stati siglati accordi commerciali tra l’Italia ed alcuni Paesi terzi che prevedono, per i prodotti 
lattiero caseari, garanzie sanitarie nei confronti della paratubercolosi. 
In particolare, gli accordi commerciali prevedono: 
 
− per i prodotti da esportare in India, l’applicazione di tecnologie che garantiscano 
l’inattivazione di MAP; 
− per i prodotti da esportare in Cina e nella Federazione Russa, che il latte utilizzato come 
materia prima provenga da allevamenti che diano garanzie nei confronti della paratubercolosi. 
 
I dati di esportazione dei prodotti lattiero-caseari verso i suddetti Paesi, nonostante rappresentino attualmente una 
percentuale molto limitata rispetto al valore mondiale dell’esportazione (0,2% per la Cina), sono comunque 
rilevanti; per il 2012 la stima è oltre 3 milioni di euro, con un trend in forte aumento (Luini, 2013). 
10 - VACCINAZIONE 
 
I vaccini sono tra gli strumenti più efficaci per ridurre la morbilità e la mortalità associata a malattie infettive in 
un’area endemica; i vaccini per Map fin qui utilizzati erano costituiti da organismi inattivati o vivi attenuati in 
adiuvante oleoso; possono essere preparati da un ceppo di M. paratuberculosis 316F o 2E (Weybridge) o M. 
paratuberculosis 3 e 5  (ceppi canadesi) (www.oie.int). 
I vaccini, inoculati nel sottocute di giovani vitelli, si sono dimostrati efficaci per ridurre l’incidenza delle forme 
cliniche e ridurre l’escrezione fecale, ma non nel prevenire l’infezione; i vaccini devono essere utilizzati come 
parte di un programma di controllo in quanto da soli non forniscono una protezione completa; essi inoltre 
interferiscono con il test intradermico per la tubercolosi aumentando la sensibilità alla tubercolina sia bovina sia 
aviaria e così l'interpretazione del test diventa difficoltosa (Herbert et al., 1959). 
Programmi di vaccinazione sono stati sperimentati in molti paesi; nei bovini la sperimentazione è stata eseguita 
nel Regno Unito, Francia, Nuova Zelanda, Olanda, Ungheria ed attualmente è in corso in Australia; per gli ovini 
è stata eseguita in Islanda, Regno Unito ed Australia. 
 
Attualmente sono in fase di sperimentazione vaccini innovativi, per i quali si sta cercando di attuare  una 
strategia DIVA (Differentiating Infected from Vaccinated Animals): 
 
− è stato creato un vaccino vivo attenuato, ottenuto attraverso la clonazione di un gene (mpt), a cui viene 
attribuito un ruolo di patogenicità in un vettore (pMV306) e trascritto ed espresso dal M. bovis BCG. 
La vaccinazione di animali giovani (di età inferiore a cinque mesi) con basse dosi di BCG stimola una 
protezione di tipo Th1. 
 
− è stato messo a punto un vaccino a DNA, designato HAV, contente due proteine di secrezione e due di 
superficie specifiche di Map; la vaccinazione di topi infetti ha dimostrato l’immunogenicità e la non 
patogenicità di tale vaccino.  
 
In un piano sperimentale di vaccinazione in Spagna è stato utilizzato nei bovini un nuovo vaccino, costituito da 
cellule batteriche di Map integre e inattivate termicamente: all’inizio del piano vaccinale tutti i soggetti con più 
di 3 mesi di età sono stati sottoposti a una singola somministrazione nella regione del collo ed una analoga 
somministrazione veniva eseguita su tutti i nuovi nati alla medesima età. I risultati preliminari hanno dimostrato 
una riduzione significativa dell’eliminazione fecale di Map del 68,2% dopo 48-60 mesi dall’attuazione dei piani 
vaccinali. 
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Riguardo la produzione di latte, nelle stalle in cui e stato impiegato il vaccino è stato stimato un aumento di 
329,4 kg di latte per lattazione standard, con incrementi significativi nella prima e terza lattazione; inoltre 
sembra esserci un effetto terapeutico dell’immunizzazione, per l’interferenza della stessa sui meccanismi 
patogenetici della malattia. 
Nelle prove eseguite durante il programma descritto, l’uso della prova comparativa riduce la percentuale di 
positività sotto l’1% ed i pochi soggetti con reazioni false positive alla PPD bovina si negativizzavano entro un 
anno dalla vaccinazione. 
Queste ricerche rappresentano una nuova importante strategia per lo sviluppo di un vaccino efficace e sicuro nei 
confronti della paratubercolosi che al momento non e ancora disponibile (Pozzato et al., 2012). 
11 - NORMATIVA 
 
A causa delle perdite economiche causate dalla paratubercolosi nell’allevamento di bovine da latte, in diverse 
aree del mondo sono stati attivati piani di controllo dell’infezione (Olanda, Francia, Danimarca, Belgio, 
Germania, Spagna, Canada e USA), ma a livello europeo non ci sono linee guida o regolamenti comunitari. 
Attualmente in Italia l'unica normativa di riferimento è il Regolamento di Polizia Veterinaria approvato con 
D.P.R. n. 320/1954, all'art. 68, modificato dalla Legge 23 Gennaio 1968.  
Il Centro di Referenza Nazionale (CRN) della paratubercolosi presso la Sezione di Piacenza dell' IZSLER, di 
concerto con il Ministero della Salute, ha redatto le "Linee guida per l'adozione di piani di controllo e per 
l'adozione della qualifica sanitaria nei confronti della paratubercolosi", approvate dalla Conferenza Stato Regioni 
il 17.10.2013 e pubblicate sulla G.U. 271 il 19.11.2013. 
Inoltre, il CRN ha redatto due manuali per il controllo della paratubercolosi, uno destinato agli allevamenti di 
bovine da latte "Manuale per il controllo della paratubercolosi negli allevamenti di bovine da latte" e uno a quelli 
di bovini da carne "Manuale per il controllo della paratubercolosi negli allevamenti di bovine da carne (linea 
vacca-vitello)". 
La richiesta di certificazioni sullo stato sanitario del toro produttore di seme per fecondazione artificiale (FA) nei 
confronti della paratubercolosi da parte di molti stati, la sempre maggiore diffusione dell’infezione e le difficoltà 
per gli interventi di risanamento hanno spinto alcune associazioni di razza (ANAFI, ANARB, ANACLI), 
ASSOGENE ed i centri di fecondazione artificiale (CFA) ad istituire un protocollo sanitario per limitare il 
rischio di distribuzione di seme contaminato. 
 
Centro genetico: protocollo A.N.A.F.I. 
 
Il protocollo sanitario, in vigore dal 1 settembre 2003, coinvolge tutti i torelli che entrano nel centro genetico; i 
torelli sono sottoposti a più test diagnostici  sia all’ingresso sia durante la permanenza nel Centro Genetico (CG); 
tali controlli si protraggono per tutta la vita dei soggetti in quanto il continuo rimescolamento di animali, 
provenienti da diversi allevamenti di stato sanitario sconosciuto, impedisce la creazione di  centri indenni da 
paratubercolosi (Belletti et al., 2004). 
La diagnosi di paratubercolosi rappresenta ancora un grosso limite al controllo dell’infezione, soprattutto per gli 
animali giovani, come i torelli che entrano al CG e per questo motivo è stata adottata una serie di test diagnostici 
il cui risultato ci potrà consentire di suddividere torelli all’uscita del CG in tre categorie sanitarie: 
 
– torelli negativi a tutti i test (stato sanitario comunque non certo, ulteriori controlli  nei CFA); 
 
– torelli sospetti (controlli presso i CFA più frequenti e accurati); 
 
– torelli infetti (non accedono ai CFA). 
 
 
AZIENDA DI ORIGINE :  
 
Test sierologico (ELISA) della madre da eseguire su un campione di sangue prelevato in occasione della visita 
che il Veterinario Asl per l’ingresso al CG; se la madre risulta positiva il torello entrerà al CG con uno stato 
sanitario MP (madre positiva) diverso dai soggetti MN (madre negativa), ma potrà comunque andare al CFA, 
dove verrà considerato “sospetto”. 
Nel caso la madre non fosse più presente in azienda o non fosse possibile effettuare il test, il soggetto verrà 
considerato con status sanitario MP.  
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CENTRO GENETICO : 
 
Test sierologico ELISA  del torello al termine del periodo di permanenza al CG. 
 
 
 
CENTRO TORI : 
 
1) Tutti i tori presenti presso i CFA devono essere sottoposti come minimo: 
 
– test sierologico (ELISA) annuale; 
– coltura fecale a: tre anni di età, a cinque e in seguito ogni anno. 
 
2) I tori sospetti d’infezione (torelli con stato sanitario MP e/o che presso il CG hanno avuto esito positivo ai test 
γ- interferon e/o che hanno avuto il primo test PCR positivo non confermato dal secondo): 
 
– Test sierologico (ELISA) semestrale. 
– Coltura fecale semestrale. 
 
Quando un toro ha un esito positivo al test sierologico (ELISA) e/o alla coltura fecale, viene separato dagli altri 
tori in un apposito reparto d’isolamento. 
Tutte le partite del seme fresco dei tori infetti devono essere testate mediante esame colturale ed eventualmente 
PCR; la decisione di riformare il toro sarà valutata dal CFA (Olzi et al., 2003). 
 
Linee guida per l'adozione di piani di controllo e per l'adozione della qualifica sanitaria nei 
confronti della paratubercolosi 
 
 
L’applicazione di un piano aziendale di controllo e l’assegnazione delle qualifiche sanitarie degli allevamenti 
permette non solo di raccogliere dati sull’insorgenza di casi clinici di paratubercolosi nel patrimonio bovino, ma 
anche la certificazione degli animali e dei loro prodotti tramite una classificazione degli allevamenti basata sul 
rischio, inoltre fornisce agli allevatori le nozioni per prevenire l’introduzione dell’infezione da Map o, qualora 
l’allevamento fosse infetto, per controllarla. 
 
Entro un anno dalla approvazione delle linee guida, il Servizio Veterinario ASL competente per territorio 
assegna, sulla base delle informazioni sanitarie, la qualifica sanitaria per la paratubercolosi ad ogni allevamento 
bovino che  viene registrata nella banca dati dell’anagrafe zootecnica nazionale e mantenuta aggiornata sulla 
base delle informazioni agli atti del Servizio Veterinario. 
 
Tale provvedimento si è reso necessario per rendere possibile la certificazione dei prodotti a base di latte, 
destinati all’esportazione in alcuni paesi terzi (Cina, Russia) che richiedono l’assenza di casi clinici da almeno 12 
mesi, negli allevamenti produttori di latte utilizzato come materia prima. A tale scopo le linee guida introducono 
l’obbligo di segnalazione all’ASL, da parte di allevatori, veterinari pubblici e liberi professionisti, dei sospetti 
clinici (casi di diarrea cronica associata a cachessia in bovini di età superiore a 24 mesi), che devono essere 
confermati tramite un test PCR dalle feci. 
 
L’adozione del sistema di qualifiche sanitarie degli allevamenti, introdotto dal provvedimento, mira a definire la 
fascia di rischio delle relative produzioni e in particolare degli animali da rimonta tramite la suddivisione  in 
livelli  da PT0 a PT5. 
 
Le qualifiche sanitarie sono assegnate su richiesta dell’allevatore, ad eccezione del livello PT0 “allevamento 
senza qualifica sanitaria”, ed hanno durata di 12 mesi; qualora non siano rispettati i requisiti per il mantenimento 
dell’attestazione, l’azienda perde la qualifica assumendo il livello PT0 oppure se sono introdotti bovini 
provenienti da allevamenti con qualifica inferiore l’azienda assume la qualifica dell’allevamento di provenienza 
degli animali introdotti. 
 
Le qualifiche sanitarie di “allevamento certificato” dal livello PT3 a PT5 sono mantenute se, oltre al 
mantenimento dei requisiti e alla non introduzione di capi provenienti da allevamenti con qualifiche inferiori, la 
prova sierologica effettuata, con cadenza almeno annuale, abbia esito favorevole. 
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LIVELLO STATO SANITARIO ALLEVAMENTO 
REQUISITI 
OTTENIMENTO 
REQUISITI 
MANTENIMENTO 
 
PT0 
 
Nessuna qualifica Non soddisfa i requisiti --------------- 
 
PT1 
 
Basso Rischio No casi clinici (12 mesi) Sieroprevalenza < 5% Vedi ottenimento 
 
PT2 
 
Negativo No casi clinici (12 mesi) e Tutti negativi Vedi ottenimento 
 
PT3 
Allevamento 
Certificato livello 3 
Qualifica PT2 da >24 mesi 
No casi clinici 
Tutti negativi 
No casi clinici 
Tutti negativi 
 
PT4 
Allevamento 
Certificato livello 4 
Qualifica PT3 da >12 mesi 
No casi clinici 
Tutti negativi 
No casi clinici 
Tutti negativi 
 
PT5 
Allevamento 
Certificato livello 5 
Qualifica PT4 da >12 mesi 
No casi clinici 
Tutti negativi 
No casi clinici 
Tutti negativi 
 
Tabella 5. Classificazione sanitaria degli allevamenti bovini 
Per  acquisire o mantenere una delle qualifiche sanitarie previste dal piano nazionale di controllo, sono adottati 
due diversi protocolli : 
 
Protocollo S1 
 
Il protocollo S1 permette l’acquisizione delle qualifiche sanitarie PT1-PT2 e se svolto con cadenza almeno 
annuale permette il mantenimento della qualifica ottenuta; tale protocollo prevede il controllo sierologico o di 
latte individuale su :  
 
− tutti i bovini riproduttori maschi di età superiore a 24 mesi; 
− tutti i bovini di età superiore a 24 mesi acquistati negli ultimi 12 mesi;  
− campione di bovini femmina di età superiore a 36 mesi nati in azienda. 
 
N° vacche >36 mesi presenti N° vacche>36 da campionare 
1-41 Tutte 
42-50 41 
51-60 49 
61-100 55 
101-300 62 
301-500 63 
>501 65 
 
Protocollo S2 
 
Il protocollo S2 permette l’acquisizione della qualifica di “Allevamento certificato” (da PT3 a PT5) e prevede il 
controllo sierologico o di latte individuale su: 
 
− tutti i bovini femmina di età superiore a 36 mesi;  
− tutti i bovini riproduttori maschi di età superiore a 24 mesi;  
− tutti i riproduttori di età superiore a 24 mesi introdotti negli ultimi 12 mesi. 
 
La qualifica sanitaria viene assegnata/mantenuta se tutti i campioni prelevati danno esito negativo alle prove 
diagnostiche. 
In caso di singola sieropositività in allevamenti con qualifica PT3 o superiore, è opportuno, prima 
dell’aggiornamento della qualifica, procedere ad esami diagnostici diretti sul capo sieropositivo e se risulta 
negativo all’esame diretto sulle feci, il capo è considerato negativo, ma deve essere incluso nel campionamento 
dell’anno successivo se ancora presente in allevamento. 
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I soggetti senza sintomi clinici di paratubercolosi, risultati positivi a una prova sierologica o diagnostica diretta 
per paratubercolosi, non potranno essere venduti ad un’altra azienda da riproduzione ed entro un anno dalla 
approvazione delle linee guida, per qualsiasi movimentazione di bovini verso allevamenti da riproduzione, la 
qualifica sanitaria nei confronti della paratubercolosi è riportata sulla dichiarazione di provenienza (riquadro E 
del Modello 4). 
 
I  casi clinici di paratubercolosi sono registrati, dal Servizio Veterinario ASL competente per territorio, nel 
Sistema Informativo sulle Malattie Animali (SIMAN) del Ministero della Salute e dispone nell’allevamento 
interessato: 
− il blocco delle movimentazioni degli animali delle specie sensibili verso altri allevamenti da 
riproduzione ed è revocato in seguito alla macellazione dei soggetti con forma clinica; 
− la verifica delle informazioni registrate in banca dati nazionale e della corretta identificazione degli 
animali esistenti in allevamento; 
− l’isolamento degli animali con forma clinica, fino alla macellazione; 
− la visita clinica sull’effettivo dell’allevamento ed esecuzione di un controllo sierologico su tutti i bovini 
di età superiore a 36 mesi. 
 
 
 
Piano di controllo 
 
La predisposizione e l’applicazione di un piano aziendale per il controllo della paratubercolosi negli allevamenti 
infetti è del tutto volontario, ma se adottato permette di ridurre progressivamente la prevalenza dell’ infezione. 
Tale obiettivo si raggiunge attraverso l’applicazione di rigorose misure di biosicurezza e di attenta gestione degli 
animali positivi, volte a ridurre il rischio di infezione attraverso la principale modalità di trasmissione, la via oro-
fecale.  
Il Programma di Controllo si basa su sette azioni tra loro interdipendenti, di cui una opzionale: 
 
1 - Raccolta di informazioni sullo stato sanitario e produttivo dell’allevamento 
La prima azione prevede la raccolta e l’analisi dei dati relativi allo stato sanitario e alle performance produttive 
dell’allevamento relativamente alla presenza di altre infezioni subcliniche, l’incidenza dei patologie di mandria e 
lo scostamento tra performance produttive raggiunte rispetto a quelle attese dall’allevatore. 
 
2- Raccolta dell’anamnesi relativa alla paratubercolosi e stima della prevalenza di infezione 
Questa fase è un momento preliminare dell’analisi del rischio e consiste nella raccolta dell’anamnesi 
dell’allevamento relativamente alla paratubercolosi e nella stima della prevalenza dell’infezione. La stima di 
prevalenza è una parte essenziale dell’analisi del rischio, fondamentale per dare priorità agli interventi da 
includere nel PGS e per l’interpretazione dei risultati del test. 
 
3- Analisi del rischio per la trasmissione dell’infezione paratubercolare in allevamento 
E’ l’azione più importante per la definizione del PGS e si basa sull’identificazione, in ogni fase dell’allevamento 
dei fattori di rischio per la diffusione dell’infezione paratubercolare. 
 
4- Test diagnostici 
I test diagnostici sono funzionali alla realizzazione del PGS. 
 
5- Stesura del Piano di Gestione Sanitaria (PGS) 
In linea con le aspettative dell’allevatore, devono essere definiti obiettivi a breve e a lungo termine, perseguibili 
e realistici, modificabili nel tempo e misurabili. Le priorità degli interventi sono definite considerando la 
prevalenza dell’infezione, i risultati dell’analisi del rischio, gli obiettivi, le altre priorità gestionali o sanitarie e le 
risorse disponibili. 
 
6- Misure per ridurre il rischio di contaminazione del latte da Map (azione opzionale) 
La frequenza degli esami dovrà essere inserita nel PGS. È il caso di quelle aziende che vogliono fornire garanzie 
sul rischio di contaminazione da Map nel latte da parte di aziende infette da paratubercolosi. La presenza di Map 
nel latte dipende da due fattori: prevalenza d’infezione in allevamento e contaminazione fecale del latte. 
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7- Verifica dell’attività svolta, dei risultati ed eventuale rimodulazione del PGS 
I risultati del PGS devono essere monitorati nel tempo, valutando se gli interventi programmati sono stati 
realizzati, se è dimostrata l’efficacia dell’intervento e se sono necessarie modifiche. Le verifiche dovranno essere 
condotte a scadenze regolari, almeno una all’anno, per individuare eventuali inadempienze e riprogrammare gli 
interventi (Arrigoni, 2012). 
 
L’applicazione di questi piani trova scarsa considerazione da parte degli allevatori perché notano solamente 
l’aumento dei costi legati all’applicazione dei controlli diagnostici periodici e delle procedure gestionali di 
biocontenimento, mentre faticano  a misurare i benefici economici legati alla maggior produttività 
dell’allevamento grazie alla diminuzione della prevalenza di infezione. 
 
I principali suggerimenti che possono essere dati agli allevatori sono: 
 
– acquistare animali certificati, soprattutto se provenienti da Paesi con piani di controllo; 
– assicurare alla mandria il massimo benessere possibile; 
– applicare rigorose norme igienico sanitarie in particolare: 
1. gestione corretta delle sale parto; 
2. separazione del vitello dalla madre più precocemente possibile; 
3. pasteurizzazione del colostro e del latte somministrato ai vitelli; 
4. isolamento della rimonta dalla mandria di bovine adulte, comprese le asciutte; 
5. gestione oculata di feci e letame dentro e fuori l’allevamento. 
– eseguire opportuni controlli diagnostici per individuare i capi adulti infetti; 
– accelerare la riforma dei capi infetti e della discendenza (Olzi et al., 2003). 
12 - PROBLEMI DI SANITÀ PUBBLICA 
 
Map è stato isolato nel tessuto intestinale di pazienti affetti da morbo di Crohn, dando così luogo ad una ipotesi 
di un possibile collegamento tra queste due malattie; questo micobatterio è stato proposto anche come fattore di 
rischio in individui geneticamente predisposti per lo sviluppo di malattie autoimmuni come diabete di tipo 
1, sarcoidosi, sclerosi multipla e tiroidite di Hashimoto (Dow, 2012). 
 
Una possibile associazione tra la Malattia di Crohn (CD) dell’uomo e la Paratubercolosi dei ruminanti fu per la 
prima volta ipotizzata nel 1913, sulla base delle similitudini cliniche ed anatomopatologiche e l’ipotesi di un 
coinvolgimento di Map riprese forza nel 1984, a seguito dell’isolamento di Map dall’ intestino di malati di CD. 
La malattia di Crohn è una malattia infiammatoria cronica sistemica dell’uomo, caratterizzata generalmente da 
lesioni intestinali di tipo granulomatoso; colpisce l’intestino a tratti ben delimitati, soprattutto a livello dell’ileo e 
del colon. I sintomi caratteristici sono malessere generale, dolori addominali, cronica perdita di peso, diarrea; 
l’età di insorgenza dei sintomi è 16-25 anni. 
Da allora si è molto dibattuto riguardo l’eziologia della CD, per giungere all’ ipotesi oggi più condivisa di una 
possibile eziologia multifattoriale: 
 
− barriera mucosale difettiva, che permette l'assorbimento di macromolecole di origine batterica, 
alimentare e altre molecole immunogene, con conseguente infiammazione cronica; 
− alterazioni della flora microbica intestinale, con squilibrio tra batteri intestinali “protettivi” e 
“patogeni” (disbiosi) e conseguente infiammazione cronica; 
− infezione persistente da parte di un agente batterico (Map, E.coli, forme L) non ancora identificato, in 
grado di condizionare una risposta infiammatoria cronica a livello della mucosa intestinale; 
− predisposizione genetica. La predisposizione genetica è stata per lungo tempo sospettata, finché, nel 
2001, tre gruppi di ricerca giunsero contemporaneamente alla scoperta che una mutazione di un gene 
presente sul cromosoma 16, conosciuto come CARD15, è associata alla CD, ma non alla Colite 
Ulcerosa, una patologia inclusa nelle Malattie Infiammatorie Intestinali insieme alla CD, che si 
differenzia da quest’ultima per l’assenza di lesioni granulomatose.  
Oltre a CARD15, sono stati associati alla presenza di CD alcuni polimorfismi riscontrati in un altro 
gene (SCL11A1) che codifica per la proteina NRAMP1, la cui funzione è implicata nei meccanismi 
battericidi intracellulari dei macrofagi, anche in questo caso quindi la predisposizione genetica potrebbe 
essere una componente della patologia, scatenata da uno stimolo di natura batterica. 
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La predisposizione genetica non esclude la possibilità di un’eziologia infettiva; in questa ottica, sottopopolazioni 
geneticamente identificabili possono avere diversa predisposizione a sviluppare la malattia, una volta esposte 
agli stessi agenti infettivi. In quest'ottica Map potrebbe essere il fattore scatenante la patologia in una 
sottopopolazione geneticamente predisposta. 
Il fatto che Map sia dimostrato nell’intestino di pazienti con CD con una frequenza superiore rispetto ai controlli 
non rappresenta una prova sufficiente del fatto che sia responsabile di zoonosi. 
 
L’ipotesi di un nesso causale tra Map e Sclerosi Multipla dell’uomo ha avuto notevole risalto a seguito di un 
recente articolo, relativo a cinquanta pazienti sardi con Sclerosi Multipla; tale studio ipotizza che, attraverso un 
meccanismo di “mimetismo molecolare” (similitudine tra antigeni di Map e proteine del sistema nervoso), Map 
sia in grado di indurre una risposta autoimmunitaria nei confronti di componenti del sistema nervoso centrale, 
causando demielinizzazione degli assoni (Dow, 2012). 
 
La teoria che agenti batterici possano in qualche modo fungere da fattori scatenanti lo sviluppo di malattie 
autoimmuni in soggetti con particolari polimorfismi genetici non è nuova, essendo già stata chiamata in causa 
dagli stessi autori per il Diabete mellito tipo 1. 
Gli autori basano la loro ipotesi su: 
 
− evidenze epidemiologiche (elevata prevalenza della Sclerosi Multipla e del Diabete mellito di tipo 1 
nella popolazione sarda, fortemente esposta a Map); 
− omologia tra proteine di Map e antigeni delle cellule β del pancreas o delle cellule nervose; 
− presenza di specifici polimorfismi genetici particolarmente rappresentati nella popolazione sarda. 
 
Gli stessi autori riportano che il sangue del 42% dei pazienti affetti da sclerosi multipla mostrava la presenza di 
DNA di Map, rilevata tramite PCR, rispetto al 12,5% dei controlli; gli stessi pazienti mostravano la presenza di 
anticorpi diretti verso la proteina MAP2694 nel 32% rispetto al 2% dei controlli. 
Opinioni riguardo la possibilità che la Paratubercolosi rappresenti una zoonosi sono state espresse da vari gruppi 
scientifici o politici negli ultimi anni: 
 
− Food Standard Agency irlandese (2000): “anche se sappiamo per certo che Map, agente eziologico 
della Paratubercolosi dei ruminanti, può essere veicolato dagli animali all’uomo attraverso la 
contaminazione della catena alimentare, non sappiamo a tutt’oggi se Map sia la causa della CD 
nell’uomo. E’ necessario che questo argomento sia oggetto di ulteriori ricerche da parte della 
comunità scientifica, in modo che i punti oscuri vengano chiariti nei prossimi anni”. 
 
− Comunità Europea (2000): “le evidenze finora disponibili non sono sufficienti né per confermare, né 
per escludere che Map sia l’agente causale almeno di una parte dei casi di CD. Sono necessarie 
ulteriori ricerche per risolvere questo dubbio”. 
 
National Institut for Allergy and Infectious Diseases (1998), FSA della Gran Bretagna (2002),  Committee on 
Diagnosis and Control of Johne’s disease (2003), National Association for Colitis and Crohn’s disease (2003) si 
sono tutti espressi in modo analogo, concordando nell’affermare che, nonostante non ci siano sufficienti 
evidenze per provare un ruolo primario di Map nel determinismo della CD, questo non può con certezza essere 
escluso (Pongolini, 2012). 
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13 - SCOPO DELLA TESI 
 
Nel comparto lattiero caseario la paratubercolosi è una patologia di indiscussa importanza  sia dal punto di vista 
economico, per la minor produzione di latte che si ripercuote sull’economia complessiva delle aziende, sia  per la 
possibile correlazione eziologica tra Map e morbo di Crohn dell’uomo, correlazione a lungo sospettata ma non 
ancora dimostrata. 
 
Lo scopo della tesi è stato quello di effettuare un’indagine sulla prevalenza di Mycobacterium avium subsp. 
paratuberculosis in tre allevamenti di bovine da latte che commercializzano il loro prodotto nel territorio della 
provincia di La Spezia. 
 
L’indagine effettuata comprende l'analisi su campioni di siero bovino tramite test ELISA e su campioni di latte 
sia individuale sia di massa (crudo e/o  pastorizzato) mediante esame colturale e PCR. 
 
Le colonie sono state analizzate tramite colorazione di Ziehl – Neelsen e PCR. 
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14 - MATERIALI E METODI 
 
 
14.1 POPOLAZIONE ESAMINATA 
 
L’indagine si è svolta in Liguria, nel territorio della provincia di La Spezia, in tre allevamenti di bovine da latte 
denominati allevamento A, B e C. 
Il primo allevamento (A) era costituito da 21 bovine in lattazione appartenenti alla razza Frisona  Italiana (F.I.), 
Pezzata Rossa tipo Simmental (P.R. tipo S.), meticce (MTC) e da un toro di razza Piemontese; il secondo (B) era 
formato da 7 bovine in lattazione di razza Bruna Alpina (B.A.) e  Pezzata Rossa tipo Simmental (P.R. tipo S.) ed 
il terzo (C) da 245 bovine in lattazione di razza Frisona Italiana (F.I.) e 3 tori  di razza Frisona Italiana (F.I.). 
I campioni di siero e di latte individuale e di massa provenienti dai tre allevamenti sono stati analizzati presso il 
laboratorio di Microbiologia del Dipartimento di Scienze Veterinarie dell’Università di Pisa. 
 
 
N. capi 
allevati 
N. capi 
età > 36mesi 
(F + M) 
N. capi età >24 m 
acquistati entro 
12 mesi 
Linee Guida 
Valutazione rischio 
(%) 
ALLEVAMENTO A 41 22 (21 F + 1 M) 0 40,58% 
ALLEVAMENTO B 22 7 F 2 35,5% 
ALLEVAMENTO C 753 248 (245 F + 3M) 0 26,8% 
 
Tabella 6. Status allevamenti 
 
14.2 CAMPIONAMENTO 
 
Nel Settembre 2013 sono stati prelevati campioni di siero a tutti gli animali di età superiore a 36 mesi presenti in 
allevamento, ai capi di età superiore ai 24 mesi acquistati nell’ultimo anno e ai riproduttori maschi adibiti alla 
monta; per l’allevamento A sono stati prelevati 22 campioni di siero, per l’allevamento B 7 campioni, per 
l’allevamento C 66 campioni come da protocollo operativo suggerito dalle Linee Guida nazionali. 
In ogni allevamento è stato prelevato latte individuale, latte massale crudo e nell’ allevamento C anche latte 
pastorizzato.  I 95 campioni di siero pervenuti in laboratorio sono stati centrifugati per 3 minuti a 800 rpm; il 
siero così ottenuto è stato congelato a -20°C in attesa dell’esecuzione delle prove.  
 
 
14.3 TEST SIEROLOGICO 
 
I campioni di siero sono stati analizzati mediante test ELISA. 
Il kit impiegato è stato ID Screen® Paratuberculosis Indirect (IDVET, Francia); in seguito i campioni positivi al 
test sono stati analizzati con il kit ID Confirmation® Paratuberculosis Indirect test (IDVET, Francia), secondo le 
indicazioni del produttore; il valore di assorbanza è stato letto al lettore fotometrico ad una lunghezza d’onda di 
450 nm. 
TEST ELISA 
La prova si basa su una tecnica ELISA di tipo indiretto la quale prevede due fasi: 
1. I sieri da esaminare vengono diliuti e preincubati in un tampone contenente un estratto di M. phlei, al fine di 
eliminare le possibili reazioni aspecifiche dovute prevalentemente alla presenza nel siero di anticorpi diretti 
contro i MOTT ambientali. 
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2. Dopo l’incubazione, i sieri vengono trasferiti in micropiastre di polistirene in cui i pozzetti sono stati adsorbiti 
con un antigene protoplasmatico di Map; se nel siero sono presenti anticorpi specifici verso Map essi si legano 
all’antigene adsorbito ai pozzetti formando degli immunocomplessi. 
3. Dopo il lavaggio, viene aggiunto ai pozzetti un anticorpo monoclonale anti-IgG di ruminante, coniugato ad un 
enzima. Il coniugato si lega agli immunocomplessi eventualmente presenti. 
4. Dopo il lavaggio, il substrato cromogeno dell’enzima (TMB) viene aggiunto al pozzetto; in presenza di 
immunocomplesso (reazione positiva) si ha una colorazione blu del contenuto del pozzetto che diventa gialla 
dopo l’arresto della reazione. L’intensità del colore è direttamente correlata al livello di anticorpi presenti nel 
campione. 
5. Il valore di assorbanza viene letto al lettore fotometrico ad una lunghezza d’onda di 450 nm. Il livello soglia 
(cut-off) viene stabilito mediante l’utilizzo di controlli (positivo e negativo) forniti dal kit, da aggiungere insieme 
ai campioni in ciascuna micropiastra. 
Modalità Operativa 
Prima dell’uso, tutti i reagenti devono essere portati a temperatura ambiente (21°C ± 5°C) ed omogenizzati 
attraverso capovolgimento o tramite Vortex. 
PRE-INCUBAZIONE DEI CAMPIONI 
I campioni sono diluiti 1:12 procedendo come segue: in una micropiastra di prediliuzione da 96 pozzetti, 
distribuire: 
− 10 o 20 µl di controllo negativo nei pozzetti A1 e B1 rispettivamente per screening e confirmation 
− 10 o 20 µl di controllo positivo nei pozzetti C1 e D1 rispettivamente per screening e confirmation 
− 10 o 20 µl di ogni campione nei pozzetti rimanenti rispettivamente per screening e confirmation 
− 110 o 220 µl di soluzione di diluizione 6 in ogni pozzetto rispettivamente per screening e confirmation 
Incubare tra 5 e 45 minuti a 21°C (±5°C). 
INCUBAZIONE DEI CAMPIONI 
Nel caso della prova confirmation ogni campione deve essere distribuito in doppio. 
Trasferire 100 µl di controlli e campione dopo neutralizzazione nei micropozzetti delle micropiastre ELISA 
adsorbite con antigene. Incubare 45 minuti (±4 min) a 21°C (±5°C ). 
LAVAGGIO 
Lavare ogni pozzetto tre volte con circa 300 µl di soluzione di lavaggio, evitando di far asciugare i pozzetti tra i 
lavaggi. 
INCUBAZIONE DEL CONIUGATO 
Preparare il coniugato diluendo il coniugato concentrato 1:10 in soluzione di diluizione 3. 
Distribuire 100 µl di coniugato diluito in ogni pozzetto. Incubare per 30 min (±3 min) a 21°C (±5°C). 
LAVAGGIO 
Lavare ogni pozzetto tre volte con circa 300 µl di soluzione di lavaggio, evitando di far asciugare i pozzetti tra i 
lavaggi. 
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RIVELAZIONE 
Distribuire 100 µl di soluzione substrato in ogni pozzetto. Incubare 15 minuti (±2 min) a 21°C (±5°C) al buio. 
Distribuire 100 µl di soluzione di stoppaggio in ogni pozzetto in modo da fermare la reazione. 
Leggere e registrare le densità ottiche a 450 nm. 
 
Modalità di calcolo 
PROVA ELISA SCREENING 
I risultati della prova ELISA sono considerati attendibili se si verificano le seguenti condizioni: 
− Il valore medio di densità ottica netta dei controlli positivi (D.O.CP ) è superiore a 0,350; 
− Il rapporto tra le medie della densità ottica netta dei controlli positivi (D.O.CP ) e dei controlli negativi 
(D.O.CN ) è superiore a 3. Nel caso in cui i criteri di accettazione della prova non siano rispettati la prova 
deve essere ripetuta. 
PROVA ELISA CONFIRMATION 
L’esito delle prove è calcolato sul valore della D.O.NETTA di ogni campione, ottenuto dalla differenza tra il 
valore di assorbanza della colonna pari dei micropozzetti e quello della colonna dispari: 
D.O.NETTA = D.O.PARI - D.O.DISPARI 
I risultati della prova ELISA sono considerati attendibili se si verificano le seguenti condizioni: 
− Il valore medio di densità ottica netta dei controlli positivi (D.O.CP ) è superiore a 0,350; 
− Il rapporto tra le medie della densità ottica netta dei controlli positivi (D.O.CP ) dei controlli negativi 
(D.O.CN) è superiore a 3,5. 
Nel caso in cui i criteri di accettazione della prova non siano rispettati la prova deve essere ripetuta. 
 
Criteri di Valutazione 
PROVA ELISA SCREENING 
Utilizzando il foglio di calcolo excel per ogni campione viene calcolato il valore del rapporto %S/P come il 
rapporto tra la differenza del valore di densità ottica del campione e del controllo negativo con la differenza tra il 
valore di densità ottica del campione positivo e del campione negativo, il risultato viene poi moltiplicato per 
cento. 
%S/P = ((D.O.CAMPIONI - D.O. CN ) / (D.O.CP - D.O.CN )) X 100 
 
 
PROVA ELISA CONFIRMATION 
Utilizzando il foglio di calcolo excel per ogni campione viene calcolato il valore del rapporto % S/P. 
% S/P = (D.O.NETTA CAMP /D.O.NETTA CP ) X 100 
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I criteri di valutazione per entrambe le prove sono: 
− I campioni con un valore S/P minore o uguale 60% sono considerati negativi; 
− I campioni con un valore S/P compreso tra maggiore di 60% e inferiore 70% sono considerati dubbi; 
− I campioni con un valore S/P = maggiore o uguale 70% sono considerati positivi. 
 
 
14.4 ESAME COLTURALE LATTE 
 
Sono stati prelevati campioni di latte individuale, da ogni bovina oggetto dello studio, ed un campione di latte 
massale crudo per allevamento, inoltre dall’allevamento C è stato prelevato un campione di latte massale 
pastorizzato. 
Cinquanta ml di latte sono stati centrifugati ed il pellet è stato decontaminato con 10 ml di cloruro di esadecil-
piridinio (HPC) (0,75%) (Sigma-Aldrich).  
Ciascun campione è stato incubato per cinque ore a temperatura ambiente e successivamente centrifugato ed il 
pellet risospeso in 1 ml di PBS-Tween. 
Per ogni campione sono stati inoculati 200 µl in tre diversi terreni agarizzati a becco di clarino:  
- terreno di Herrold Egg Yolk Medium (HEYm) addizionato con mycobactin j (HEYm + Mj);  
- terreno di Herrold Egg Yolk Medium (HEYm) senza mycobactin j; 
- terreno Middlebrook (M7H11) con mycobactin j .  
Le provette sono state  incubate a 37 ° C per un massimo di otto mesi ed esaminate ogni settimana per valutare 
l’eventuale crescita batterica.  
Le colonie sono state colorate con la colorazione di Ziehl-Neelsen (ZN) per mettere in evidenza la presenza di 
bacilli acido-resistenti. 
 
 
14.4.1 ZIEHL – NEELSEN (ZN)  
 
Le colonie sono state sottoposte a colorazione di Ziehl – Neelsen (ZN).  
La procedura impiegata è la seguente: 
1. versare la fucsina basica; 
2. far evaporare scaldando il colorante alla fiamma per 5 minuti; 
3. lavare con acqua; 
4. decolorare con acido solforico (H2S) al 20%,  e quindi lavare con acqua; 
5. decolorare con alcool (70%) per 2 minuti; 
6. lavare con acqua; 
7. contrastare con blu di metilene per 1-2 minuti; 
8. lavare con acqua. 
 
 
14.4.2 ESTRAZIONE DNA DA COLONIE E PCR 
 
Il DNA è stato estratto dalle colonie che alla colorazione di Ziehl Nielsen erano risultate positive. E’ stato 
utilizzato un kit di estrazione di DNA disponibile in commercio DNeasy Blood & Tissue Kit ® (Qiagen GmbH) 
secondo le istruzioni del produttore.  
Per ogni campione 5 µl di DNA estratto sono stati aggiunti alla miscela di amplificazione, insieme ad un 
controllo positivo (ceppo ATCC 19698) e ad un controllo negativo. 
La PCR è stata eseguita con la master mix EconoTaq DNA Polymerase with Mg++ (Lucigen, USA) e 
impiegando i primers P90+ (5'-GAAGGGTGTTCGGGGCCGTCGCTTAGG-3') e P91+ (5'- 
GGCGTTGAGGTCGATCGCCCACGTGAC-3') ad una concentrazione di 10 µM per reazione. Le condizioni di 
amplificazione erano 94° C per 5 minuti, 40 cicli di 93° C per 1 minuto, 58° C per 1 minuto e 72° C per 3 minuti 
(Millar et al., 1995). E’ stata effettuata una corsa elettroforetica su gel di agarosio (1,5% p/v) di 10 µl di ogni 
amplificato. La lunghezza prevista dell’amplicone era di 413 bp. 
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14.5 ESTRAZIONE DNA DA LATTE E PCR 
 
 
E’ stato utilizzato un kit di estrazione di DNA disponibile in commercio ADIAPURE®, Adiagene and Company 
bioMérieux, Francia per estrarre il DNA da latte secondo le istruzioni del produttore. Per ogni campione di latte 
individuale e di massa sono stati analizzati 10 ml; il DNA estratto è stato immediatamente congelato a - 20 ° C. 
La PCR è  stata effettuata su ciascun campione e con lo stesso protocollo descritto nel paragrafo precedente; 10 
µl dell’amplificato sono stati analizzati mediante corsa mediante una corsa elettroforetica su gel di agarosio 
(1,5% p/v). 
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15 - RISULTATI 
  
15.1 ESAME SIEROLOGICO 
 
 
ALLEVAMENTO A 
 
 
NUM. 
CAMPIONE RAZZA SESSO 
DATA 
NASCITA 
ELISA 
SIERO 
S/P % 
ELISA 
Screening 
STATUS 
1 F.I. F 05/07/2010 NEG 22,9% negativo 
2 F.I. F 14/11/2010 NEG 24,42% negativo 
3 F.I. F 26/04/2010 NEG 16,48% negativo 
4 P.R. tipo S. F 08/01/2010 NEG 27,32% negativo 
5 F.I. F 01/12/2007 NEG 8% negativo 
6 F.I. F 02/08/2001 NEG 26,25% negativo 
7 MTC F 25/10/2008 NEG 7,32% negativo 
8 Altre razze F 18/07/2004 NEG 9,92% negativo 
9 MTC F 10/08/2006 NEG 2,74% negativo 
10 Altre razze F 05/05/2004 NEG 4,12% negativo 
11 F.I. F 16/04/2010 NEG 19,38% negativo 
12 B.A. F 03/09/2006 NEG 0,45% negativo 
13 F.I. F 01/06/2002 NEG 7,63% negativo 
14 F.I. F 01/04/2010 NEG 18,93% negativo 
15 F.I. F 01/08/2010 NEG 4,73% negativo 
16 F.I. F 01/07/2010 NEG 27,63% negativo 
17 P.R. tipo S. F 02/10/2008 NEG 10,38% negativo 
18 F.I. F 30/11/2006 NEG 5,64% negativo 
19 F.I. F 14/12/2007 NEG 5,49% negativo 
20 MTC F 02/07/2010 NEG 1,98% negativo 
21 F.I. F 06/09/2010 NEG 4,27% negativo 
22 PIEMONTESE M 01/06/2008 NEG 9,46% negativo 
 
Tabella 7. Risultati dell’esame sierologico dei campioni dell’allevamento A 
 
 
 
ALLEVAMENTO B 
 
NUM. 
CAMPIONE RAZZA SESSO 
DATA 
NASCITA 
ELISA 
SIERO 
S/P % 
ELISA 
Screening 
STATUS 
1 P.R. tipo S. F 02/02/2008 NEG 6,71% negativo 
2 MTC F 10/11/2010 NEG 16,42% negativo 
3 P.R. tipo S F 08/12/2007 NEG 41,37% negativo 
4 B.A. F 06/12/2006 NEG 105,3% POSITIVO 
5 B.A. F 17/08/2011 NEG 27,42% negativo 
6 B.A. F 13/07/2006 NEG 17,06% negativo 
7 B.A F 11/11/2010 NEG 11,70% negativo 
 
Tabella 8. Risultati dell’esame sierologico dei campioni dell’allevamento B 
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ALLEVAMENTO C 
 
 
NUM. 
CAMPIONE RAZZA SESSO 
DATA 
NASCITA 
ELISA 
SIERO 
S/P % 
ELISA 
Screening 
STATUS 
1 F.I. F 23/12/2006 NEG 7,77% negativo 
2 F.I F 12/02/2007 NEG 2,1% negativo 
3 F.I F 05/05/2007 NEG 0% negativo 
4 F.I F 25/02/2009 NEG 4,93% negativo 
5 F.I F 25/10/2008 NEG 8,15% negativo 
6 F.I F 06/11/2006 NEG 10,29% negativo 
7 F.I F 11/11/2008 NEG 5,24% negativo 
8 F.I F 08/06/2008 NEG 13,97% negativo 
9 F.I F 13/01/2010 NEG 2,1% negativo 
10 F.I F 25/09/2008 NEG 4,09% negativo 
11 F.I F 25/08/2009 NEG 3,02% negativo 
12 F.I F 01/10/2008 NEG 18,49% negativo 
13 F.I F 06/10/2008 NEG 5,98% negativo 
14 F.I F 12/10/2008 NEG 9,6% negativo 
15 F.I F 06/11/2008 NEG 4,17% negativo 
16 F.I F 07/12/2009 NEG 0,95% negativo 
17 F.I. M 04/03/2011 NEG 0% negativo 
18 F.I M 08/09/2011 NEG 2,18% negativo 
19 F.I F 16/06/2009 NEG 1,87% negativo 
20 F.I F 08/06/2009 NEG 0,26% negativo 
21 F.I F 24/12/2007 NEG 2,25% negativo 
22 F.I F 08/04/2009 NEG 9,6% negativo 
23 F.I F 26/12/2008 NEG 6,31% negativo 
24 F.I F 14/10/2007 NEG 16,5% negativo 
25 F.I F 10/8/2010 NEG 4,4% negativo 
26 F.I F 09/02/2010 NEG 1,18% negativo 
27 F.I F 2406/2009 NEG 21,24% negativo 
28 F.I F 17/12/2007 NEG 0,8% negativo 
29 F.I F 27/05/2010 NEG 1,79% negativo 
30 F.I F 03/03/2010 NEG 16,27% negativo 
31 F.I F 16/11/2008 NEG 6,41% negativo 
32 F.I F 08/03/2009 NEG 20,55% negativo 
33 F.I F 21/03/2007 NEG 5,32% negativo 
34 F.I F 10/01/2009 NEG 8,07% negativo 
35 F.I F 23/06/2009 NEG 2,79% negativo 
36 F.I F 26/05/2010 NEG 3,86% negativo 
37 F.I F 21/03/2007 NEG 1,56% negativo 
38 F.I F 08/07/2010 NEG 1,33% negativo 
39 F.I F 16/04/2010 NEG 2,71% negativo 
40 F.I F 07/03/2009 NEG 1,11% negativo 
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41 F.I F 31/07/2010 NEG 4,63% negativo 
42 F.I F 21/04/2009 NEG 4,17% negativo 
43 F.I F 15/11/2006 NEG 9,45% negativo 
44 F.I F 16/03/2009 NEG 2,79% negativo 
45 F.I F 24/0/2010 NEG 0% negativo 
46 F.I F 25/02/2009 NEG 3,1% negativo 
47 F.I F 05/03/2009 NEG 0% negativo 
48 F.I F 20/06/2009 NEG 0% negativo 
49 F.I F 03/12/2009 NEG 16,5% negativo 
50 F.I F 26/03/2010 NEG 3,86% negativo 
51 F.I F 22/06/2010 NEG 23,23% negativo 
52 F.I F 03/10/2006 NEG 1,79% negativo 
53 F.I F 31/03/2009 NEG 0% negativo 
54 F.I F 23/03/2010 NEG 8,76% negativo 
55 F.I F 16/01/2010 NEG 1,56% negativo 
56 F.I F 15/09/2009 NEG 6,77% negativo 
57 F.I F 11/05/2010 NEG 1,79% negativo 
58 F.I F 26/06/2009 NEG 0% negativo 
59 F.I F 20/12/2007 NEG 16,5% negativo 
60 F.I F 12/03/2010 NEG 14,73% negativo 
61 F.I F 04/09/2008 NEG 18,18% negativo 
62 F.I F 05/03/2010 NEG 5,55% negativo 
63 F.I F 29/08/2010 NEG 5,24% negativo 
64 F.I F 29/07/2006 NEG 15,04% negativo 
65 F.I F 27/05/2010 NEG 0% negativo 
66 F.I M 01/03/2012 NEG 2,79% negativo 
 
Tabella 9. Risultati dell’esame sierologico dei campioni dell’allevamento C 
 
 
 
 
Tabella 10. % S/P e status del test ELISA di conferma del campione 4B positivo all’ELISA di screening 
 
 
Una sola bovina dell’allevamento B è risultata positiva al test ELISA di screening; tale risultato non è stato 
confermato con il test ELISA di conferma (tabella 10).  
Gli animali dell’allevamento A e C sono risultati tutti sieronegativi. 
I valori % S/P e lo status di ciascun campione sono riportati rispettivamente nelle tabelle 7, 8 e 9 per gli 
allevamenti  A, B e C. 
 
Campione % S/P Status 
  4B 8,94% negativo 
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15.2 ESAME COLTURALE, PCR DA DNA ESTRATTO DA COLONIE E DA LATTE  
 
 
 
 
ALLEVAMENTO A 
 
 
Campione 
Latte individuale 
Coltura – Colorazione di Z-N 
Esito 
PCR 
HEYm+Mj HEYm M7H11 
+ - inquinato + - inquinato + - inquinato 
1A x    x   x  NEG 
2A  x   x   x  ------- 
3A  x   x   x  ------- 
4A  x   x   x  ------- 
5A x    x   x  NEG 
6A  x   x   x  ------- 
7A x    x   x  NEG 
8A  x   x   x  ------- 
9A x    x   x  NEG 
10A   x  x   x  NEG 
11A x    x   x  NEG 
12A x    x   x  NEG 
13A  x   x   x  ------- 
14A x    x  x   NEG 
15A  x   x   x  ------- 
16A x    x   x  NEG 
17A  x   x   x  ------- 
18A  x   x   x  ------- 
19A x    x   x  NEG 
20A x    x   x  NEG 
21A  x   x   x  ------- 
 
Tabella 11. Risultati esame colturale, colorazione Ziehl – Neelsen e PCR allevamento A 
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ALLEVAMENTO B 
 
Campione 
Latte 
individuale 
Coltura – Colorazione di Z-N 
Esito 
PCR 
HEYm+Mj HEYm M7H11 
+ - inquinato + - inquinato + - inquinato 
1B x    x   x  NEG 
2B  x   x   x  ------- 
3B  x   x   x  ------- 
4B  x   x   x  ------- 
5B  x   x   x  ------- 
6B  x   x   x  ------- 
7B x     x x   NEG 
 
Tabella 12. Risultati esame colturale, colorazione Ziehl – Neelsen e PCR allevamento B 
 
 
ALLEVAMENTO C 
 
Campione  
Latte  
individuale 
Coltura – Colorazione di Z-N 
Esito 
PCR 
HEYm+Mj HEYm M7H11 
+ - inquinato + - inquinato + - inquinato 
1C  x   x   x  ------- 
2C   x  x   x  ------- 
3C   x  x   x  ------- 
4C   x  x   x  ------- 
5C x    x   x  NEG 
6C  x   x   x  ------- 
7C  x   x   x  ------- 
8C  x   x   x  ------- 
9C x    x   x  NEG 
10C   x  x   x  ------- 
11C   x  x   x  ------- 
12C   x  x   x  ------- 
13C   x  x   x  ------- 
14C x    x   x  NEG 
15C   x  x   x  ------- 
16C  x   x   x  ------- 
19C   x  x   x  ------- 
20C  x   x   x  ------- 
21C   x  x   x  ------- 
22C  x   x   x  ------- 
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Campione 
Latte 
individuale 
Coltura – Colorazione di Z-N 
Esito 
PCR 
HEYm+Mj HEYm M7H11 
+ - inquinato + - inquinato + - inquinato 
23C  x   x   x  ------- 
24C  x   x   x  ------- 
25C x    x   x  NEG 
26C  x   x   x  ------- 
27C x    x   x  NEG 
28C  x   x   x  ------- 
29C  x   x   x  ------- 
30C  x   x   x  ------- 
31C  x   x   x  ------- 
32C x    x   x  NEG 
33C x    x   x  NEG 
34C  x   x    x ------- 
35C  x   x   x  ------- 
36C x    x   x  NEG 
37C  x   x   x  ------- 
38C x    x    x NEG 
39C  x   x   x  ------- 
40C x    x   x  NEG 
41C  x   x    x ------- 
42C  x   x   x  ------- 
43C x    x   x  NEG 
44C  x   x   x  ------- 
45C  x   x   x  ------- 
46C x    x   x  NEG 
47C  x   x    x ------- 
48C  x   x   x  ------- 
49C x    x   x  NEG 
50C     x   x  ------- 
51C     x   x  ------- 
52C x    x   x  NEG 
53C x    x   x  NEG 
54C     x   x  ------- 
55C     x   x  ------- 
56C x    x   x  NEG 
57C x    x   x  NEG 
58C x    x   x  NEG 
59C     x   x  ------- 
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Tabella 13. Risultati esame colturale, colorazione Ziehl – Neelsen e PCR allevamento C 
 
 
 
 
 
 
Campione 
 Latte 
 massale 
Coltura – Colorazione di  Z-N 
Esito 
PCR 
HEYm+Mj HEYm M7H11 
+ - inquinato + - inquinato + - inquinato 
Allev. A 
Latte Crudo 
x    x   x  NEG 
Allev. B 
Latte crudo 
x    x   x  NEG 
Allev. C 
Latte crudo 
x    x   x  NEG 
Allev. C 
Latte 
pastorizzato 
 x   x   x  ------- 
 
Tabella 14. Risultati esame colturale, colorazione Ziehl – Neelsen e PCR latte crudo massale  allevamenti A, B, 
C e latte massale pastorizzato allevamento C 
 
 
 
 
Per quanto riguarda l’esame colturale 33 campioni di latte individuale ed i 3 campioni di latte massale crudo 
hanno permesso l’isolamento di microorganismi riconducibili a micobatteri in quanto positivi alla colorazione di 
Ziehl- Neelsen; il terreno da cui è stato possibile isolare il maggior numero di microorganismi è stato l’ HEYm + 
Mj, mentre gli altri due terreni sono risultati molto meno sensibili per l’isolamento. 
È tuttavia da sottolineare come alcune colture su HEYm + Mj siano risultate inquinate (11/95) e quindi non 
valutabili. 
Le PCR condotte sul DNA estratto dalle colonie hanno fornito esito negativo per Map.  
Stesso esito negativo si è avuto per tutte le PCR condotte su DNA estratto direttamente da latte. 
 
 
Campione 
Latte 
individuale 
Coltura – Colorazione di Z-N 
Esito 
PCR 
HEYm+Mj HEYm M7H11 
+ - inquinato + - inquinato + - inquinato 
60C     x   x  ------- 
61C     x   x  ------- 
62C x    x   x  NEG 
63C x    x   x  NEG 
64C x    x    x NEG 
65C  x   x   x  ------- 
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16 - CONCLUSIONI 
 
 
A fronte di una prevalenza variabile di Map negli allevamenti di bovine da latte in Italia  e dell’approvazione da 
parte della Conferenza Stato Regioni, il 17 Ottobre 2013, delle “Linee guida per l’adozione dei Piani di controllo 
e per l’assegnazione della qualifica sanitaria degli allevamenti nei confronti della paratubercolosi bovina” si è 
ritenuto interessante valutare la situazione di alcuni allevamenti in provincia di La Spezia, che producono latte e 
lo destinano alla piccola e alla grande distribuzione. Questa indagine è stata suggerita dal fatto che entro un anno 
dall’approvazione delle linee guida il Servizio veterinario ASL competente per territorio assegnerà, sulla base 
delle informazioni sanitarie agli atti, la qualifica sanitaria per paratubercolosi ad ogni allevamento bovino. 
 
Per le metodiche di campionamento ed i test diagnostici da effettuare si sono seguite le indicazioni riportate nelle 
linee guida; nonostante la sierologia fosse fortemente suggestiva di negatività si è deciso di effettuare sia l' 
esame colturale sia la PCR sul DNA estratto da colonie potenzialmente riconducibili a micobatteri e sul DNA 
estratto dal latte individuale e di massa. 
 
Dai risultati emersi dall’indagine possiamo concludere che Map non è presente negli allevamenti analizzati; tale 
condizione permette agli allevatori di intraprendere l’iter che porta alla certificazione d’allevamento secondo 
quanto esposto dalle linee guida in modo da acquisire un’ulteriore qualifica sanitaria e tutelare maggiormente la 
salute pubblica relativamente al latte da loro prodotto; queste ulteriori garanzie sanitarie consentono 
all’allevatore di disporre di nuove e concrete possibilità in termini di mercato nazionale ed internazionale sia per 
la vendita dei prodotti lattiero-caseari sia per la commercializzazione di animali. 
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